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No importa que uno se caiga,  
siempre y cuando recoja algo del suelo al levantarse 
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hidrofílicos,  dando  como  resultado  la  obtención de nuevos 
polímeros  ó  a  la  modificación  de  otros  ya  conocidos 
consiguiéndose  así  nuevas  propiedades.  Los  materiales 
poliméricos de síntesis surgieron como una alternativa a los 
soportes  de  materiales  inspirados  en  la  naturaleza.  Son 
numerosos los trabajos publicados sobre las propiedades de 
los polímeros que contienen grupos hidrofílicos unidos a la 
cadena  principal  o  en  cadenas  laterales  como  los 
poli(metacrilatos)  con  grupos  hidroxilo  o  amino  en  su 
estructura1‐7. 
Dentro  de  los  materiales  sintéticos  inspirados  en  la 
naturaleza,  encontramos  a  los  hidrogeles,  compuestos  por 
homopolímeros  ó  copolímeros  formados  por  redes 
poliméricas tridimensionales. La estructura de red es debida 
a  la  presencia  de  entrecruzamientos  químicos 
(proporcionados por enlaces covalentes) ó físicos (formados 
por  interacciones  secundarias  no  covalentes,  puentes  de 
hidrógeno,  fuerzas  de  Van  der  Waals,  hidrofóbicas  y 
electrostáticas)8,  que  proporcionan  al  gel  su  estructura  e 
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integridad  física9,10.  Estas  redes  macromoleculares 
entrecruzadas, sufren cambios de volumen reversibles como 
respuesta  a  estímulos  externos  tales  como  el  pH,  la 
temperatura,  fuerzas  iónicas,  campos  eléctricos,  etc, 
pudiendo existir en dos fases, hinchados y colapsados. 
Existen  numerosas  aplicaciones  de  estos  sistemas 
poliméricos  en  campos  de  la  medicina  y  farmacia.  Los 
hidrogeles  se  asemejan  al  tejido  vivo  debido  a  su  elevado 
contenido  en  agua,  que,  además  de  contribuir  a  su 
biocompatibilidad,  le  proporciona  una  consistencia  suave, 
similar  al  tejido  natural.  Algunos  hidrogeles  pueden 
emplearse  en  la  fabricación  de  lentes  de  contacto,  como 
componentes de corazones artificiales, materiales para piel 
artificial, dentro de sistemas de administración de fármacos, 




Las  características  particulares  de  los  hidrogeles 
pueden resumirse en las siguientes: 
• Carácter  hidrófilo,  debido  a  la  presencia  en  su 
estructura  de  grupos polares  tales  como –OH,  ‐
COOH, ‐CONH2, etc. 
• Insolubilidad  en  agua,  debida  a  las  uniones 
químicas  entre  cadenas  que  originan  toda  una 
red polimérica tridimensional. 
• Hinchamiento  en  agua  con  aumento 
considerable  de  su  volumen  hasta  alcanzar  el 
equilibrio físico‐químico, sin perder su forma. 





12  A.  Blandino,  M.  Macias,  D.  Cantero,  Process  Biochem.,  36,  601 
(2001). 









puede  decir  que  es  una  macromolécula  entrecruzada 
intramolecularmente  con  propiedades  intermedias  entre  los 
polímeros  ramificados  y  los  sistemas  entrecruzados 
macroscópicos17, con diámetros comprendidos entre 0,01 y 5 
μm18‐19,  aunque  la definición de  la  IUPAC extiende el  tamaño 
hasta  100  μm20.  Las  dimensiones  de  los  microgeles  son 
comparables a las de polímeros lineales de alto peso molecular 






Los  microgeles  constituyen  materiales  de  interés 
debido a que presentan propiedades comunes con: 
• las  micropartículas  sólidas,  lo  que  facilita  su 




• los  macrogeles,  lo  que  les  hace  capaces  de 
hincharse  e  incluso  variar  su  hinchamiento  en 
respuesta a estímulos.  
Los  geles  coloidales  tienen  características  similares  a 






                                                 
17 W. Funke et al. Polymer International., 30, 519 (1993). 
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durante  la  síntesis.  Por  todo  esto  los  microgeles  son 
materiales prometedores en la biomedicina del futuro. 
1.1.2.  Teoría del hinchamiento 
En  un  disolvente  adecuado,  el  hinchamiento  de  un 
microgel  es  el  resultado del  balance  entre  la  tendencia del 
polímero a disolverse y la tensión elástica provocada por los 
entrecruzantes. 
El  equilibrio  de  hinchamiento  se  alcanza  cuando  el 
potencial químico (μ) de cada componente i, es el mismo 
dentro (α)  y  fuera  (β)  del  gel,  es  decir,  cuando  no  existe 
transferencia  de  disolvente  a  través  de  la  interfase  gel‐
disolvente23. 
 
βα μμ ii =   [1] 
Por  tanto,  la  presión  osmótica  (π)  en  un  gel  debe  ser 













siendo  Δπhinchamiento  la  presión  osmótica  y  V1  el  volumen 
molar del disolvente. 
Teniendo  en  cuenta  la  teoría  de  Flory‐Rehner24, 
Δπhinchamiento  se  puede  expresar  en  función  de  tres 
contribuciones: i) la contribución elástica de las cadenas de 
polímero  deformadas  desde  su  estado  de  referencia 
(Δπelástica),  ii)  la  contribución  de  la  presión  osmótica  de  la 
mezcla  polímero‐disolvente  (Δπmezcla)  y  iii)  la  contribución 
en  el  caso  de  microgeles  iónicos,  de  los  efectos 
                                                 
23  S. Hirotsu, Phase Transitions., 47 3, 4(1994). 




electrostáticos  (Δπión).  Este  último  término  también  es 
conocido con el nombre de efecto Donnan. 
  iónmezclaelásticatohinchamien ππππ Δ+Δ+Δ=Δ   [3] 

















































volumen  de  polímero  en  el  gel  hinchado,  ƒ  el  número  de 
contraiones por cadena de polímero y  χ es el parámetro de 























donde  V  es  el  volumen  del  microgel  hinchado,  Vo  es  el 
volumen  del microgel  colapsado,  d0  y  d  son  los  diámetros 
del gel colapsado e hinchado respectivamente. 
Los  términos Δπmezcla y Δπión  comúnmente  favorecen  la 
entrada  del  disolvente,  y  son  función  del  parámetro  de 
interacción  polímero‐disolvente  y  del  número  de  cargas 
respectivamente.  Sin  embargo,  Δπelástica  se  opone  a  la 
entrada  del  disolvente.  De  acuerdo  con  esta  expresión,  el 
disolvente penetrará o saldrá del hidrogel hasta que se logre 
el equilibrio y la suma de los tres términos se anule. 
Existen  diversos  factores  que  pueden  afectar 
significativamente  al  hinchamiento  de  las  redes  poliméricas 





la  relación  entre  los  moles  de  agente 
entrecruzante y los de las unidades repetidas de 
monómero,  menor  será  la  capacidad  de 
hinchamiento.  El  entrecruzamiento  restringe  el 
posible movimiento de las cadenas del polímero, 
disminuyendo  la  capacidad  de  almacenamiento 
de disolvente en el microgel. 
— Estructura molecular del polímero:  La  composición 
del microgel determina las interacciones polímero‐
disolvente que controlan el hinchamiento de la red 
entrecruzada.  Los  microgeles  obtenidos  de  la 
polimerización  de  monómeros  con  gran  afinidad 
por el disolvente, presentarán mayor hinchamiento 











que  los  obtenidos  con  monómeros  de  menor 
afinidad. 
  Factores externos: 
— Temperatura:  El  hinchamiento  puede  aumentar 
con la temperatura, o disminuir con ella31,32. 3 
— pH:  Este  factor  es  importante  en  geles  que 
contienen grupos  ionizables dado que el pH del 
medio  afecta  al  grado  de  ionización  de  estos 
microgeles.  Cuando  estos  grupos  se  disocian  se 
originan  fuerzas  repulsivas  entre  las  cargas  del 
mismo  signo  originadas  en  el  microgel.  Dichas 
repulsiones provocan un aumento de  la presión 
osmótica  en  el  gel,  lo  que  a  su  vez  origina  un 
aumento en el grado de hinchamiento32.  
— Fuerza  iónica:  Cuanto  mayor  es  la  concentración 
de sales en  la disolución, mayor es  la cantidad de 
iones  que  penetran  en  el  gel  para  satisfacer  el 
equilibrio  de  Donan.  En  consecuencia  los  grupos 
iónicos de  los polielectrolitos  se ven apantallados 
por  los  contraiones  y  disminuyen  las  fuerzas 
osmóticas que favorecen el hinchamiento. 
— Campo eléctrico: El efecto más importante al aplicar 
un  campo  eléctrico,  parece  ser  la  migración  y 
redistribución de  los  iones y contraiones añadidos 
en la disolución de hinchamiento33. Es por ello que 
para  un  gel  ionizable,  a  distintas  intensidades  de 
campo, el hinchamiento es distinto siempre que se 
mantengan  constantes  el  resto  de  posibles 
variables34. 
— Radiación:  Si  el  gel  contiene  en  su  estructura 
interna  grupos  fotosensibles,  suele  cambiar  el 
                                                 
31  M.B.  Huglin,  M.M.  Rehab,  M.B.  Zakaria,  Macromolecules.,  19, 
2986 (1986).  
32  N.H. Valderruten, Tesis Doctoral., UPV/EHU (2001). 







volumen  de  manera  continua  al  variar  la 
temperatura. Pero al irradiar los geles por encima 
de  un  valor mínimo  de  radiación  la  variación  de 
volumen se hace discontinua35. 
— Elementos  bioquímicamente  activos:  Enzimas  o 
receptores pueden  formar un complejo en geles 
bioquímicamente  sensibles  perturbando  el 
equilibrio del gel e induciendo una transición de 
fase de hinchamiento o de colapso36,37. 
Existen  geles  que  además  de  variar  su  volumen  en 
respuesta  a  factores  externos,  lo  hacen de  una  forma drástica 
característica;  sufren  una  transición  de  fase.  Así,  un  cambio 
infinitesimal  de  una  variable  intensiva  del  medio  como  por 
ejemplo la composición del disolvente, la temperatura, o el pH, 
puede  desencadenar  un  enorme  cambio  de  las  propiedades 
extensivas  del  material  como  por  ejemplo  el  volumen.  Estas 
transiciones  de  fase  en  volumen  o  transición  de  colapso, 




Se  denominan  microgeles  inteligentes  aquellos  que 
presentan  capacidad  de  respuesta  frente  a  estímulos 
externos.  En  los  últimos  años  los  microgeles  inteligentes 
han  sido  objeto  de  muchas  investigaciones,  especialmente 
los microgeles termosensibles38,39 y los microgeles sensibles 
a  variaciones  del  pH40,41,  debido  a  la  importancia  de  estas 
variables en el medio fisiológico. 3 
                                                 
35  A.  Mamade,  T.  Tanaka,  D.  Kungwatchakun,  M.  Irie, 
Macromolecules, 3(5), 1517 (1990). 










La  mayor  parte  de  los  polímeros  experimentan  un 
incremento de  la  solubilidad al  aumentar  la  temperatura,  sin 
embargo los polímeros que presentan una temperatura crítica 
de miscibilidad inferior (lower critical solubility temperature  ­ 
LCST),  sufren  el  fenómeno  opuesto,  es  decir,  su  solubilidad 
disminuye  al  aumentar  la  temperatura.  En  el  caso  de  estos 
hidrogeles se observa un colapso o deshinchamiento al rebasar 
la  LCST.  Los  hidrogeles  que  presentan  este  tipo  de 
comportamiento  incorporan en su estructura química grupos 
de una hidrofobicidad moderada junto con grupos hidrofílicos, 
ya  que  si  el  polímero  fuese  totalmente  hidrofóbico  no  sería 
capaz  de  hincharse  en  agua.  Por  debajo  de  la  LCST, 
predominan  los  puentes  de  hidrógeno  entre  los  grupos 
hidrofílicos y el agua, mientras que al aumentar la temperatura 
se  hacen  más  fuertes  las  interacciones  entre  los  segmentos 
hidrofóbicos  de  la  cadena,  obteniendo  como  resultado  el 
colapso  del  gel.  La  temperatura  a  la  que  se  produce  la  LCST 
depende  del  balance  hidrofóbico‐hidrofílico  de  la molécula  y 
cuantos más grupos hidrofóbicos, más baja será  la LCST. Una 
forma  de  controlar  la  LCST  es  copolimerizar  monómeros 
hidrofóbicos  con  monómeros  hidrofílicos,  obteniéndose 
además respuesta a otros estímulos. 
Un  grupo  interesante  de  polímeros,  es  la  acrilamida  y 
sus  derivados,  con  sustituyentes  tales  como metilo,  etilo  o 
propilo en su estructura. Entre estos el más estudiado es la 
poli(N‐isopropilacrilamida)  (pNIPAM).  Los  microgeles 
termosensibles basados en pNIPAM, sufren colapso cuando 
la  temperatura  supera  los  33  ºC  (LCST  del  pNIPAM  en 
agua)42‐44,4  debido  a  las  características  termodinámicas  del 
polímero  lineal45.  Este  comportamiento  de  transición  en 
volumen  con  la  temperatura  de  los  geles  de  pNIPAM, 
generalmente se atribuye a la ruptura y formación reversible 




44  B.R.  Saunders,  H.M.  Crowther,  G.E.  Morris,  S.J.  Mears,  T. 








LCST de pNIPAM a  la  temperatura  fisiológica,  los derivados 
de  este  polímero  se  han  convertido  en  los  microgeles 
termosensibles  que  más  interés  han  despertado  en  los 
últimos años46‐49.4 





Estos  hidrogeles  están  compuestos  de  matrices 
poliméricas  con  grupos  funcionales  ionizables  ácidos  o 
básicos que se ionizan en medio acuoso a pH y fuerza iónica 
dados. Esta ionización genera en la matriz polimérica cargas 
electrostáticas,  lo  que  se  traduce  en  la  aparición  de  fuerzas 
repulsivas electrostáticas que originan el hinchamiento de los 
microgeles.  Las  variaciones  del medio  externo  (pH  y  fuerza 
iónica) que hagan variar el grado de ionización de los grupos 




mayores  serán  las  repulsiones  electrostáticas  y  en 
consecuencia  las  dimensiones  del  hidrogel.  En  las  últimas 
décadas  se  han  llevado  a  cabo  un  gran  número  de 
investigaciones  sobre  hidrogeles  sensibles  al  pH  y  al 
contenido iónico22, 50‐54.5 
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Los  microgeles  que  contienen  grupos  funcionales 
ionizables  aniónicos  (por  ejemplo  COOH  ??  COO‐) 
presentan  cargas  negativas  en  la  red para  valores  de  pH 




microgeles  aniónicos  por  el  contrario,  tiene  lugar  en 
medio  básico,  produciéndose  el  colapso  en  medio  ácido. 
Los  microgeles  derivados  del  ácido  acrílico,  del  ácido 
metacrílico y del poli(etilenglicol) presentan este  tipo de 
comportamiento  y  han  sido  objeto  de  numerosas 
investigaciones55‐58. 5 
En  el  caso  de  los  microgeles  con  grupos  ionizables 
catiónicos,  la  ionización  se  produce  para  valores  de  pH 
inferiores  al  pKa  del  grupo  funcional  en  la  red  polimérica. 
Esto  se  traduce  en  un  comportamiento  inverso  al  de  los 
microgeles  aniónicos:  las  micropartículas  entrecruzadas 
catiónicas  se  encuentran  hinchadas  a  valores  de  pH  por 
debajo  del  pKa  y  colapsadas  para  valores  superiores. 
Actualmente  los  microgeles  catiónicos  sensibles  al  pH  se 
han  convertido  en  sistemas  interesantes  con  un  gran 
potencial,  estudiándose  el  comportamiento  de  estos 
microgeles  que  presentan  en  su  estructura  grupos 
funcionales ionizables de naturaleza catiónica derivados de 
la  piridina59,60,  del  imidazol61,  y  de  derivados  de  aminas 
                                                                                                



















secundarias  y  terciarias62,63.  Cabe  destacar  la  creciente 
aparición  de  publicaciones  sobre microgeles  de  copolímeros 
derivados  de  varios  monómeros  sensibles  al  pH  del  tipo 
piridina, como 2‐vinilpiridina64, y 4‐vinilpiridina65. Como en el 
caso  anterior  el  comportamiento  de  estos  microgeles  puede 
ser  modulado  mediante  la  combinación  con  monómeros 
neutros y con monómeros que contengan grupos hidrofóbicos. 
Una característica especial que presentan  los microgeles 
ionizables  es  su  capacidad  para  formar  interacciones 
(principalmente  electrostáticas,  aunque  también  pueden  ser 
enlaces por puentes de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas, 
etc.), con moléculas de bajo peso molecular, facilitando de esta 
forma  la  inmovilización  de  distintas  sustancias.  Por  esta 
capacidad se pueden aplicar en campos tan interesantes como;  
i) la  liberación  controlada  de  fármacos,  dónde  se 
ha  observado  que  en  la  mayoría  de  los  tejidos 
tumorales  y  de  las  regiones  inflamadas  del 
organismo  el  pH  extracelular  resulta  un  tanto 
inferior (pH < 7,2) al de  los tejidos sanos (pH = 
7,4)66,67.  Con  este  fin,  surgió  la  idea  de  diseñar 
dispositivos  compuestos  por  microgeles  que 
fueran sensibles al pH y capaces de diferenciar el 
pH  de  las  células  enfermas  del  de  las  células 
sanas,  para  poder  facilitar  así  la  liberación  del 
fármaco  de  forma  localizada  exclusivamente  en 
el tejido dañado; 6 
ii) en  el  tratamiento  de  aguas  residuales,  donde 
estos  microgeles  coloidales  pueden  ser  una 
alternativa a las resinas de intercambio iónico en 
la  extracción  de  contaminantes  tales  como 
                                                 












metales  pesados  o  tensioactivos  de  las  aguas 
residuales68,69; 6 
iii) o  en  la  inmovilización  de  diversos  materiales 
biológicos  como  proteínas,  ácidos  nucléicos, 
enzimas  (punto  este  último  objeto  de  parte  de 
esta tesis).  
En  definitiva,  la  versatilidad,  sus  propiedades  y  la 




es  necesario  controlar  el  crecimiento  de  las  moléculas 
entrecruzadas  durante  la  síntesis.  Este  control  se  puede 
realizar  restringiendo  el  volumen  de  polimerización  y 
entrecruzamiento a un volumen de tamaño coloidal. Existen 
distintos métodos de síntesis de microgeles:  
i)  Polimerización  por  emulsión:  Los  componentes 
básicos  en  la  polimerización  en  emulsión  son  agua, 
monómero  o  monómeros,  agente  emulsionante  o 
tensioactivo  e  iniciador.  En  la  emulsión  convencional,  los 
monómeros  son  insolubles  o  difícilmente  solubles  en  el 
medio  de  polimerización  y  se  encuentran  emulsionados 
gracias  a  la  adición  de  un  tensioactivo  del  tipo  aceite  en 
agua. El agente emulsionante rebaja la tensión superficial y 
está  constituido  por  cadenas  hidrocarbonadas  hidrófobas 
las cuales presentan al  final una cabeza hidrófila. Disponen 
sus grupos hidrófilos en contacto con las moléculas de agua 
y  sus  cadenas  hidrocarbonadas  dirigidas  hacia  el  centro 
formando agregados esféricos conocidos como micelas. Las 
micelas  se  forman a partir de una  concentración  crítica de 
tensioactivo,  la  concentración micelar  crítica  (CMC)70. Para 
                                                 











se  adiciona  el  monómero,  del  cual  una  parte  se  introduce 
dentro  de  las micelas,  con  otra  parte  se  forman  gotitas  de 
monómero  dispersas  en  el  medio  acuoso  y  una  pequeña 
parte del monómero disuelto en el agua. Luego se agrega un 
iniciador soluble en agua, el cual empieza a descomponerse 
y  genera  radicales  libres,  los  cuales  entran  a  las  micelas 




un  monómero  y  el  nuevo  radical  generado  sale  de  la 
partícula. 
ii)  Polimerización  en  microemulsión:  Las 
microemulsiones  son  fases  fluidas,  microestructuradas, 
isotrópicas,  ópticamente  transparentes  o  traslúcidas,  en 
equilibrio  termodinámico,  que  contienen  dos  fluidos 
inmiscibles  (generalmente  agua  y  aceite)  y  tensioactivos71. 
Por el contrario las emulsiones se caracterizan por tener un 
aspecto  lechoso,  ser  opacas  y  termodinámicamente 
inestables.7 
La  mayor  diferencia  entre  emulsión  y  microemulsión 
viene  dada  por  la  cantidad  de  tensioactivo  necesario  para 
estabilizar el sistema, siendo mucho mayor en el caso de las 
microemulsiones  (≈  10%  de  la  masa  total).  Para  llevar  a 
cabo una polimerización en microemulsión, al  igual que en 
el  caso  de  emulsión,  se  disuelve  un  agente  tensioactivo  en 
agua,  el  cual  forma  las  micelas,  luego  se  adiciona  el 
monómero,  pero  en  el  caso,  la  cantidad  de  tensioactivo  es 
unas 10 a 15 veces mayor que en el caso de emulsión, por lo 
que  el  monómero  sólo  se  reparte  entre  las  micelas  y  una 
pequeña  cantidad  queda  solubilizado  en  la  fase  acuosa. 
Luego  se  agrega  un  iniciador  soluble  en  agua,  el  cual 
empieza  a  descomponerse  y  genera  radicales  libres,  los 
cuales entran a las micelas hinchadas para reaccionar con el 
                                                 







disolución  es  un  tipo  de  técnica  convencional  de 
polimerización  en  sistemas  homogéneos  que  se  utiliza  a 
nivel  industrial  ya  que  permite  una  buena  evacuación  del 
calor  de  reacción72.  En  este  tipo  de  polimerización  los 
reactivos  y  el  iniciador  se  encuentran  perfectamente 
disueltos en el medio de reacción  formando una única  fase 
homogénea. 
iv)  Polimerización  por  precipitación:  Este  tipo  de 
polimerización no precisa de sustancias estabilizadoras tipo 
tensioactivos.  Esta  polimerización  se  caracteriza  por  tener 
lugar  en  un medio  que  resulta  ser  buen  disolvente  de  los 
monómeros,  pero  que  sin  embargo  es  un  pobre  o  mal 
disolvente del polímero resultado de la polimerización73,74. 
En  la  polimerización  por  precipitación  se  parte  de  un 








en  cadena  con  sucesivas  incorporaciones  de  moléculas  de 





en  presencia  de  un  iniciador  de  radicales  se  supone  que  se 
realiza  en  dos  etapas:  en  la  primera,  lenta,  se  descompone  el 
                                                 








iniciador  I,  en  radicales,  R  ·,  y  en  la  segunda  se  forman  los 
primeros radicales carbonados por reacción de aquellos con las 
moléculas de monómero. En cuanto a las etapas sucesivas de la 









En  el  Esquema  1.1  se  representan  las  ecuaciones 




Las  ecuaciones  de  velocidad  de  las  tres  etapas  de  la 
polimerización  pueden  escribirse  en  función  de  las 
concentraciones  de  las  especies  implicadas  y  de  las 
constantes de velocidad. 
El  uso  de  hidrogeles  de  metacrilato  en  biomedicina  y 




los  años  sesenta  por Wicheterle  y  Lim75. Los monómeros de 
metacrilato consisten en un grupo alquilo, un grupo de ester 
de  acrilato,  y un grupo carboxilo funcional, que puede 
reaccionar con una amplia variedad de monómeros y moléculas 
funcionales, proporcionando al polímero cadenas flexibles. Los 
alquil‐metacrilatos  son  líquidos  claros  y  volátiles,  ligeramente 
solubles en agua y muy solubles en alcoholes, éteres, y solventes 
orgánicos76‐78.7Los  hidrogeles  de  metacrilato  permiten  la 
interconexión de sus cadenas poliméricas  lineales con agentes 
entrecruzantes, estableciendo una red tridimensional de fuertes 
uniones  químicas. El  principio  de  polimerización  requiere  la 
activación radicalaria de los monómeros de forma libre, iónica, 
térmica o fotoquímica79‐81. Hay varios tipos de la polimerización 
usada  en  la  preparación  de  hidrogeles  de  metacrilato: 
polimerización  de  adición  (polimerización  radicalaria  libre) 
iniciado por iniciadores de radicales libres como 2‐2 ’‐azino‐bis 
[3‐etil‐benzotiazolinina‐6‐ácido sulfónico] (AIBN) o dimetoxil‐2‐
fenilacetofenona  (DMPP)80,82‐85,  y  polimerización  en  bloque, 
usada preparar bloques monolíticos1‐2, 86‐88. 8 
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En  esta  tesis  la  preparación  de  microgeles  utilizando 
una  polimerización  radicalaria,  se  ha  llevado  a  cabo 
polimerizando  el  monómero  junto  con  el  agente 
entrecruzante  NN´‐metilen‐bis‐acrilamida.  La  reacción  de 
polimerización  radicalaria  se  inicia  con  persulfato  de 
amonio  (PSA),  que  se disocia  formando NH4+  y  S2O82‐.  Esta 
última  especie  es  capaz,  en medio  acuoso,  de  homolizarse 
generando 2 radicales libres, OH• y SO4•, proceso que se ve 
acelerado  por  el  NNN’N’‐tetra‐metil‐etilen‐diamina 
(TEMED).  Los  radicales  libres  dan  lugar  a  un  ataque 
electrófilo  sobre  el  carbono  adyacente  al  grupo  imidazol  o 
adyacente al grupo carbonilo. Esto genera  la  formación del 
radical R‐monómero que en la fase de crecimiento reacciona 




A  continuación  se  detallan  algunas  de  las  aplicaciones 
más  comunes  en  las  que  se  están  empleando  actualmente 
estos materiales. 
— Recubrimientos: Los microgeles  han  encontrado 





— Tintas: Debido  a  su  elevada  área  superficial,  es 
posible unir covalentemente moléculas de tintes 
orgánicos a  la  superficie de  los microgeles para 
obtener pigmentos orgánicos92. También se han 
incluido dispersiones de microgeles en tintas de 
                                                                                                








impresión  con  propiedades  de  secado  y  de 
resistencia al agua mejoradas93.9 
— Biomedicina: Los microgeles  se  están utilizando 
como  sustratos  transportadores  de  enzimas, 
proteínas,  anticuerpos  y  genes,  ya  que  estos 
agentes  pueden  unirse  covalentemente  a  su 
superficie94. 
Dentro  de  la  biomedicina,  los  microgeles  están 
adquiriendo  especial  interés  en  el  diseño  de  dispositivos 
para  la  liberación  controlada  de  fármacos95,  debido  a  que 
además  de  contar  con  las  propiedades  idóneas  de  los 
hidrogeles,  cuentan  con  dimensiones  coloidales,  que 
permiten  penetrar  a  través  por  ejemplo  del  sistema 
endotelial96  y  permanecer  largos  periodos  de  tiempo  en 
sangre.  Debido  a  esta  alta  permanencia  en  sangre,  los 
microgeles  pueden  tener  aplicaciones  terapéuticas 
potenciales  para  el  tratamiento  del  cáncer,  ya  que  los 
agentes  citotóxicos  encapsulados  en  estas  partículas 
podrían ser conducidos hasta los tumores, minimizando así 
su efecto tóxico en tejidos sanos97,98. 97 
Los  microgeles  son  excelentes  portadores  de 
biomoléculas,  que  pueden  estar  inmovilizadas  en  su 
interior,  por  atrapamiento  físico.  Estos  sistemas  permiten 
encapsular  principios  activos  lábiles99‐102,  tales  como 
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proteínas,  enzimas  y  péptidos,  confiriéndoles  gran 
estabilidad estructural y  funcional durante  largos períodos 
de  tiempo103,104.  La  inmovilización  de  enzimas,  es 
considerado  como  un  factor  clave  en  la  fabricación  de 
biosensores, por esta razón una aplicación novedosa de los 
microgeles  es  su  utilización  como  sistemas  de 
inmovilización  enzimáticos  y  su  uso  como  componente 
biológico en el diseño de biosensores.10 
Los  microgeles  son  pues,  materiales  versátiles  que  se 
espera  que  en  los  próximos  años  jueguen  un  papel 
importante  en  el  control  de  la  polución,  así  como  en  la 





lugar  a  la  aparición  y  desarrollo  de  los  biosensores.  Un 
biosensor  puede  definirse  como  un  dispositivo  integrado 
capaz  de  proporcionar  información  analítica  cuantitativa  o 
semicuantitativa,  que  utiliza  un  elemento  de  reconocimiento 
biológico  (enzima,  anticuerpo,  ácido  nucléico,  etc)  en  íntimo 
contacto  con  un  elemento  de  transducción  y  que  permite  la 
detección rápida y fácil de las interacciones moleculares entre 
el elemento de reconocimiento y el analito, procesando la señal 




de  estas  propiedades  que  detecta  el  transductor  (pH, 
transferencia de electrones, de calor,  cambio de potencial, de 
masa,  variación  de  las  propiedades  ópticas,  etc.),  y  ii)  se 
produce  una  señal  macroscópica  que  permite  detectar  este 
cambio,  transformando  la  respuesta  del  elemento  de 
reconocimiento  en  una  señal  electrónica  indicativa  de  la 
presencia del  analito  sometido a  estudio o proporcional  a  su 





concentración  en  la  muestra.  La  Figura  1.1  muestra  un 
esquema de la estructura general de un sensor químico, donde 
se  distingue  la  etapa  de  reconocimiento  molecular,  de 
transducción y de procesado de datos. 
 
Figura 1.1.:  Modelo  general  de  un  sensor  químico  en  el  que  se  distinguen  tres 
bloques: el reconocimiento molecular,  la transducción y el procesado 
de los datos 
El  término biosensor aparece en  la  literatura científica 
a finales de los años 70, aunque fue en 1962 cuando Clark105, 
reconocido  posteriormente  como  padre  del  concepto  de 
biosensor, diseñó el primer biosensor basado en la inclusión 
de  la  enzima  glucosa  oxidasa  en  un  electrodo  de  oxígeno, 
pudiendo determinar la concentración de glucosa en sangre 
a  partir  de  la  disminución  de  la  concentración  de  oxígeno. 
Basándose en este electrodo, y con el deseo de aumentar el 
número  de  sustancias  analizables  en  el  cuerpo  humano, 
describió  la  manera  de  hacer  más  "inteligentes"  estos 
sensores  electroquímicos  mediante  el  atrapamiento  de 
transductores enzimáticos en su superficie. Bautizado con el 
nombre de electrodo enzimático, consistía en la inclusión de 
la  enzima  glucosa  oxidasa  en  la  superficie  de  un  electrodo 
de  oxígeno  con  una  membrana  de  diálisis.  Este  sensor 
permitía  relacionar  directamente  la  concentración  de 
glucosa  con  la  disminución  que  se  produce  en  la 
concentración  de  oxígeno.  Posteriormente,  Guilbault  y 
Montalvo106  en  1969  desarollaron  el  primer  electrodo 
enzimático potenciométrico basado en la  inmovilización de 






la  enzima  ureasa  sobre  un  electrodo  selectivo  de  amonio. 
Estas  ideas  acabaron  plasmadas  en  el  lanzamiento 
comercial  en  1975  de  un  dispositivo  para  el  análisis  de 
glucosa basado en la detección amperométrica de peróxido 
de  hidrógeno,  siendo  el  primero  de  los  numerosos 
biosensores comercializados posteriormente.  
El desarrollo de los biosensores desde entonces ha estado 
centrado principalmente  en  el  campo del  diagnóstico  clínico. 
Debido al gran éxito de los biosensores para glucosa, el interés 
se  ha  extendido  a  los  campos  medioambiental,  químico, 
farmacéutico y militar así como el de la seguridad alimentaria 
para  la  detección  de  compuestos  contaminantes,  alérgenos, 
antinutrientes, toxinas y microorganismos patógenos. 
Los  biosensores  poseen  una  serie  de  características 
destacando  su  alta  sensibilidad  y  especificidad,  bajo  coste, 
manejo sencillo y tiempo de análisis corto, además permiten 
realizar  análisis  en  tiempo  real,  pudiendo  automatizarse  y 
miniaturizarse95,96,103,107. 11 
1.2.1.  Características de la respuesta del Biosensor 
En  las  múltiples  aplicaciones  de  los  biosensores  es 
deseable  que  estos  dispositivos  cuenten  con  las  siguientes 
características: 
1. Alta  sensibilidad  para  el  análisis  de  ciertos 
analitos  
2. Alta  selectividad  para  que  el  dispositivo 
interaccione  exclusivamente  con  el  compuesto 
de  interés  y  no  con  otros  de  propiedades 
similares.  Se  consigue  mediante  elementos  de 
reconocimiento muy específicos. 
3. Alta  fiabilidad.  Los  sistemas  de  transducción  se 
diseñan de manera que no puedan ser alterados 
(o  lo  sean  mínimamente)  por  la  muestra  y  no 
tengan problemas de ruido de fondo. 





y  mecánica  del  elemento  de  reconocimiento 
condiciona su duración 
5. Bajo  coste  de  producción.  En  general  estos 
biosensores  se  diseñan  para  que  se  permita  la 





lo  que  supone  un  ahorro  de  tiempo,  materiales, 
reactivos y una menor incertidumbre.  
8. Manejo  sencillo,  que  no  requiera  personal 
cualificado. 
9. Realización  del  análisis  en  tiempo  real.  Esta 
característica es especialmente interesante en el 




11. Automatizabilidad.  Para  facilitar  su  integración 
en sistemas on  line y en sistemas de control de 
procesos industriales. 
12. Miniaturizabilidad.  Aplicables  a  ensayos  donde 
el tamaño físico del dispositivo, el volumen de la 
muestra  o  la  localización  de  la  medida  son 
factores limitantes. 
13. Pocos  requerimientos  operativos  y  de 
almacenamiento  que  faciliten  su  empleo  y  no 
supongan un coste adicional.  
14. Con  capacidad multi­análisis.  Para  llevar  a  cabo 




varios  puntos  de  vista,  así  se  base  en  el  mecanismo  de 







proceso  biológico,  en  la  que  pueden  distinguirse  dos 
grandes grupos:  
Biosensores  catalíticos,  los  cuales  se  basan  en  la 
utilización  de  catalizadores  biológicos  que  median  en  una 
reacción  química,  en  la  que  intervienen  uno  o  varios 
sustratos,  para  generar  uno  o  varios  productos.  Estos 
biocatalizadores  pueden  ser  enzimas,  microrganismos, 
células completas y tejidos animales o vegetales. 
Biosensores  de  afinidad,  los  cuales  se  basan  en  la 
interacción  del  analito  de  interés  con  el  elemento  de 
reconocimiento,  sin  que  intervenga  transformación 
catalítica.  La  interacción  implica  la  modificación  de  un 
equilibrio  formándose  un  complejo  analito‐receptor.  Entre 
estos  biosensores  se  encuentran  los  inmunosensores  (que 
utilizan  anticuerpos  como  componentes  de  estos  sensores 
de  bioafinidad),  los  genosensores  (que  utilizan  ácidos 
nucleicos) y los basados en quimiorreceptores (que utilizan 
receptores celulares específicos de membranas celulares) 










la  superficie  receptora,  o  bien  en  los  cambios  de  las 
propiedades ópticas o electroquímicas producidos por dicha 
unión,  es  decir  una  detección  sin  necesidad  de  marcaje. 
Como  contrapartida,  si  se  recurre  al marcaje  de  alguno  de 
los elementos de reconocimiento o de alguna molécula que 





















Una  tercera  clasificación,  es  la  que  se  basa  en  el 
fundamento del  transductor. El  sistema de  transducción es 
el  elemento  que  convierte  las  variaciones  de  las 
propiedades  físico‐químicas  producidas  por  la  interacción 
entre  el  elemento  de  reconocimiento  y  el  analito  en  una 
señal  que  puede  ser  amplificada,  almacenada  y  registrada. 
Existen  distintos  tipos  de  transductores  en  función  de  las 
propiedades físicas en las que se fundamenta la medida, por 







que  se  produce  por  la  interacción  entre  el  sistema  de 
reconocimiento  y  el  analito  en  una  señal  eléctrica. 
Proporcionan  información  analítica  cuantitativa  o 
semicuantitativa específica. El elemento de reconocimiento 
biológico  y  el  elemento  de  transducción  deben  estar  en 
contacto directo. Se diferencian cinco tipos: 
i) Amperométricos: Los sensores amperométricos se basan 




insuficiente,  por  lo  que  suele  ser  necesario  modificar  la 
superficie  de  los  electrodos  (química  o  biológicamente),  para 
aumentar  la  selectividad  y  la  sensibilidad  de  la  medida.  La 
mayor  parte  de  los  biosensores  amperométricos  utilizan  las 
enzimas del grupo oxidoreductasas, debido a que los productos 
consumidos  o  generados  durante  el  proceso  de  oxidación  o 





Figura 1.3.:  Características  analíticas  de  algunos  sensores  amperométricos  con 
inmovilización en membranas 
Para  realizar  estas  medidas  se  utilizan  sistemas  de  tres 
electrodos. El electrodo de trabajo es aquel sobre el cual se mide 
el  paso  de  corriente  una  vez  se  ha  fijado  una  diferencia  de 
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potencial  entre el  electrodo de  trabajo y electrodo de auxiliar, 
actuando  este  último  como  un  contraelectrodo  para  cerrar  el 
circuito eléctrico. Se necesita también un potenciostato el cual, 




de  trabajo  y  auxiliar  son  de materiales  conductores  e  inertes, 
como  metales  nobles,  derivados  de  carbono  y  polímeros 
conductores. 
La  relación  entre  la  proporcionalidad que  existe  entre 
la  concentración de  la  especie  electroactiva  determinada  y 
la  corriente  eléctrica  registrada  al  oxidarse  o  reducirse 















con  el  tamaño  de  la  capa  de  difusión  (δ).  Se  simplifica  así  la 




o CnFADI δ=   [9] 
ii)  Potenciométricos:  la  utilización  de  transductores 
potenciométricos se basa en los electrodos selectivos de iones. 
Estos  electrodos,  caracterizados  por  una  transferencia  de 
carga  a  través  de  una  interfase  en  condiciones  de  corriente 
cero y en conjunción con diversas enzimas, como marcadores 





Las  medidas  potenciométricas  consisten  en  la 
determinación de una diferencia de potencial  en  condiciones 
de  circuito  abierto  entre  un  electrodo  de  trabajo  y  uno  de 
referencia.  La  diferencia  de  potencial  medida  entre  los 
electrodos  se  relaciona  con  la  concentración  del  analito  de 








Esta  ecuación  relaciona  cuantitativamente  el  potencial 
del  electrodo  y  la  actividad  del  ion,  E0  se  denomina 
potencial estándar del electrodo y es el potencial cuando la 
actividad de la sustancia electroactiva es igual a la unidad. 
iii)  Conductimétricos  o  Impedimétricos:  El  sistema 
conductimétrico emplea dos pares de pequeños  electrodos 
de  conductividad  en  configuración  plana.  Entre  uno  de  los 
pares  se  coloca  una membrana  con  el  enzima  que  ha  sido 
inmovilizado mientras que entre el segundo par se pone una 
membrana  blanco,  carente  de  enzima.  El  aparato  mide  la 
conductividad a través de cada par de electrodos por turno, 
con una frecuencia fija. En presencia del sustrato enzimático 
se  pueden  registrar  cambios  de  conductividad  en  los 
alrededores  de  la  membrana,  los  cuales  dependen  de  la 
concentración  del  sustrato.  Midiendo  la  diferencia  de 









siendo  l  la  longitud  de  la  celda,  A  el  área  de  sección 
transversal  y  κ  la  conductividad  o  conductancia  específica. 
Puesto  que  esta  conductividad  específica  depende  del 










siendo  k  la  conductividad  específica  (S  cm‐1),  y  C  la 
concentración  de  iones  (mol  cm‐3).  La  conductividad  es 
directamente  proporcional  a  la  concentración  de  iones  en 
solución. 
Las medidas de  resistividad en  corriente  continua  son 
las  más  comunes  para  el  funcionamiento  de  estos 
biosensores, aunque para registrar medidas de  impedancia 
para  caracterizar  algunos  líquidos  y/o  superficies  de 
electrodos modificadas se utiliza corriente alterna. 
iv)  De  carga  iónica  o  efecto  de  campo  (ISFET):  Su 
funcionamiento se basa en el control del flujo de cargas que 
se  produce  entre  dos  electrodos  semiconductores  tipo  n 
(fuente  y  drenaje)  situados  sobre  la  superficie  de  un 
elemento  semiconductor  tipo  p.  Para  cerrar  el  circuito 
eléctrico  se  sitúa  entre  los  dos  anteriores  un  tercer 
electrodo  de  naturaleza  metálica  (puerta).  El  electrodo 
metálico  está  aislado  de  los  electrodos  semiconductores, 
mediante  una  fina  capa  de  óxido  de  silicio  (SiO2),  pero 
puede influir en la corriente eléctrica (Idf) existente entre el 
drenaje y la fuente, aunque sólo de manera electrostática. El 
campo  eléctrico  requerido  para  ello  es  proporcionado  por 
un voltaje externo (Vpf) entre la puerta y la fuente. Dicho de 






cambio  en  el  voltaje  Vpf  entre  la  puerta  y  la  fuente  que 
conlleva  un  cambio  también  en  la  corriente  Idf  entre  el 
drenaje y la fuente, que estará directamente relacionada con 




transformarse  fácilmente  en  biosensores,  inmovilizando 
una enzima sobre  la  superficie del  sensor. La  reducción de 
las  dimensiones  de  los  electrodos  puede  obtenerse 
mediante  la  utilización  de  dispositivos  semiconductores 
químicamente  sensibles.  Además  de  su  pequeño  tamaño, 
estos  dispositivos  pueden  beneficiarse  de  las  técnicas 
estandarizadas de fabricación a gran escala y utilizadas en la 
industria de semiconductores. 
v)  Transductores  potenciométricos  de  luz  direccionada 
(LAPS):  Existe  un  tipo  de  sensor  de  reciente  desarrollo 
consistente  en  una  combinación  entre  los  sistemas  de 
transducción  óptico  y  electroquímico.  Son  sensores 
químicos  constituidos  por  un  electrolito,  un  aislante  y  un 
semiconductor de  silicio. Estos  sensores permiten detectar 
cambios de pH en  las disoluciones,  lo que se puede aplicar 




Los  transductores  ópticos  se  basan  en  la medición  de 
las variaciones que se producen en  las propiedades de una 
radiación  electromagnética  como  consecuencia  de  la 
interacción  física  o  química  entre  el  analito  y  el  elemento 
biológico de reconocimiento del biosensor. Las bases físicas 
de  este  tipo  de  sensores  son  los  cambios  que  ocurren  en 
absorción,  luminiscencia,  dispersión  o  índice  de  refracción 
cuando la luz incide en las superficies donde se encuentra el 
elemento  de  reconocimiento.  El  sistema  de  medida  básico 
consiste  en  una  fuente  de  radiación  electromagnética,  el 
elemento  sensor  y  el  detector.  Se  diferencian  métodos  de 
detección directa sin necesidad de marcaje o indirecta, en la 
que  es  necesario  utilizar  marcaje.  Estos  transductores 






fibra  óptica),  sensores  de  onda  evanescente,  sensores  de 
resonancia de plasmones (SPR) y resonancia de espejos. 
i) Optrodos: Basados en fibras ópticas, consiste en una fibra 
óptica  en  el  que  en  uno  de  cuyos  extremos  se  inmoviliza  el 
elemento de reconocimiento, que puede ser de tipo biocatalíco o 






reconocimiento  se  produce  un  cambio  cuantificable  en  las 
propiedades  ópticas  del  transductor  (absorción,  fluorescencia, 
índice de refracción, bioluminiscencia o dispersión) que llega a 
través de la fibra óptica al detector.  




total  crea  un  campo  electromagnético  denominado  campo 
electromagnético  evanescente,  que  puede  penetrar  a  una 
determinada  distancia  desde  la  superficie  de  la  guía 
dependiendo  del  ángulo  de  incidencia  en  la  interfase  y  la 
longitud de onda de la radiación de excitación utilizada. En 
este  método  de  detección,  los  cambios  superficiales  de 
índice  de  refracción  generados  como  consecuencia  de  la 
reacción  de  reconocimiento  molecular,  son  detectados 
gracias  a  que  el  campo  evanescente  de  los modos  guiados 
actúa como sonda. De esta forma, determinando la variación 
experimentada  por  las  condiciones  de  guiado  como 
consecuencia de la alteración local del  índice de refracción, 
será  posible  cuantificar  la  cantidad  de  analito  involucrada 
en  la  reacción  de  reconocimiento  molecular.  Se  necesita 
utilizar moléculas  con propiedades  fluorescentes. Este  tipo 
de  dispositivos  son  ideales  para  la  detección  de  analitos 
mediante  métodos  de  afinidad,  ya  que  se  minimiza  la 
interferencia  de  otras  sustancias  presentes  en  la  muestra, 
sin  que  además  sea  necesaria  la  utilización de ningún  tipo 





iii)  Resonancia  de  plasmones  superficiales  (SPR):  Las 
ondas de plasmón superficial (plasmones), son oscilaciones 
colectivas  de  electrones  libres  en  la  interfase  plana  entre 
dos  medios  cuyas  constantes  dieléctricas  poseen  partes 
reales  de  signos  opuestos  (generalmente  un  metal  y  un 
dieléctrico).  La  SPR  es  un  fenómeno  óptico  que  ocurre 
cuando  una  luz  polarizada  se  dirige  desde  una  capa  de 
mayor índice de refracción (un prisma) hacia una de menor 
índice  de  refracción,  que  en  este  caso  es  una  capa  de  un 
metal  conductor  (generalmente de oro o de plata),  situada 
entre  el  prisma  y  la  muestra.  La  luz  que  incide  en  la 
interfase entre el metal y el prisma provoca la excitación de 
un  plasmón  superficial  para  un  determinado  ángulo  de 
incidencia  de  dicha  luz,  llamado  ángulo  de  resonancia.  El 
ángulo  de  resonancia  depende del  índice  de  refracción del 
medio  adyacente  a  la  lámina  metálica,  por  lo  que  las 
variaciones  que  se  produzcan  en  el  mismo  van  a  ser 
detectadas  como  desplazamientos  en  el  ángulo  de 
resonancia,  relacionándose  con  las  variaciones  de  masa 
producidas  en  la  superficie  del  sensor.  La  interacción  por 
tanto,  entre  el  analito  y  el  elemento  de  reconocimiento, 
podrá  cuantificarse directamente  sin necesidad de  recurrir 
al empleo de marcadores ni de reactivos adicionales. 
iv)  Resonancia  de  espejos:  Es  una  variación  de  la 
resonancia de plasmones superficiales, en el cual se utilizan 
filtros  polarizados  para  bloquear  la  luz  reflejada 
internamente.  Consiste  en  una  delgada  capa  de  óxido  de 
silicio (SiO2) de bajo  índice de refracción tapizado con otra 
capa, más delgada de óxido de  titanio  (TiO2) de alto  índice 
de refracción. El haz de luz se dirige hacia la capa de silicio 
con  un  ángulo  de  incidencia  determinado  (ángulo  de 
resonancia),  se  introduce en el medio de elevado  índice de 
refracción.  En  esta  capa  la  radiación  experimentará  una 
serie de reflexiones, generando un campo evanescente que 
se extiende hacia  la zona donde se deposita  la muestra. La 
variación  en  el  índice  de  refracción  en  la  superficie  de  la 
zona del sensor, debido a la interacción entre el analito y el 
elemento  de  reconocimiento,  producirá  un  cambio  en  el 





La  producción  de  calor  es  una  propiedad  general  de 
muchas  reacciones  enzimáticas.  Los  transductores 
termométricos se basan en la detección del calor generado en 
las  reacciones  enzimáticas,  que  se  puede  relacionar  con  la 
concentración  de  analito.  Estos  cambios  de  temperatura 
normalmente  se  determinan  por  medio  de  termistores  a  la 
entrada  y  a  la  salida  del  dispositivo  en  el  que  se  encuentran 
inmovilizadas  las  enzimas. La  alta  resistividad  de  los 




función  de  la  temperatura,  lo  cual  se  ocupa  como  principio 
para  la  transducción.  La  enzima  inmovilizada  se  coloca 
directamente sobre el  termistor de trabajo. La  liberación o el 
consumo de calorías originadas en la reacción producida entre 




del  medio.  La  diferencia  entre  las  dos  temperaturas  es  la 
variación de temperatura debida a la reacción enzimática. 
d) Piezoeléctricos (de Masa) 
Los  sistemas  de  transducción  piezoeléctricos,  también 
denominados  másicos,  gravimétricos  o  acústicos,  miden 
cambios directos de masa en la superficie del sensor inducidos 
por  la  interacción  entre  el  analito  y  el  sistema  de 
reconocimiento. Los cristales piezoeléctricos de los que consta 
el diseño, se recubren con el elemento de reconocimiento que 
suele  ser  de  bioafinidad,  poniéndose  en  contacto  con  la 
muestra  que  contiene  el  analito  que  se  desea  detectar.  La 
frecuencia  de  oscilación  viene  determinada  por  la  masa  del 
cristal,  que  varía  cuando  se  produce  la  interacción  entre  el 
elemento  de  reconocimiento  y  el  analito  y  da  lugar  a  una 







masa  del mismo,  y  los  basados  en  onda  acústica  superficial, 
donde la resonancia ocurre sólo en la superficie del cristal, al 




En  los  transductores  nanomecánicos  el  elemento  de 
reconocimiento  biológico  se  inmoviliza  sobre  la  superficie 
de  una  micropalanca  de  silicio,  que  se  sumerge  en  una 
muestra  líquida.  Generalmente  se  utilizan  anticuerpos.  La 
interacción entre el elemento de reconocimiento y el analito 
produce un cambio diferencial en  la  tensión superficial del 




magnitud  medida  la  deflexión  de  la  micropalanca.  Las 
moléculas  receptoras  solo  se  inmovilizan  en  un  lado  de  la 
micropalanca y al  introducir en  la disolución  las moléculas 
del  analito,  se produce un  cambio de  la  tensión  superficial 
entre  ambos  lados  de  la  micropalanca,  dando  lugar  a  un 
curvamiento  de  la  misma  y  a  una  deflexión  del  orden  del 
nanómetro.  La  detección  también  puede  hacerse  de  un 
modo  dinámico,  midiéndose  la  frecuencia  de  resonancia, 




de magnetita  (Fe3O4),  greigita  (Fe3S4),  magemita  (Fe2O3)  y 
varios  tipos  de  ferritas.  Estas  partículas,  unidas  a 
biomoléculas  o  elementos  de  reconocimiento,  se  utilizan 




Como  se  ha  visto,  existen  múltiples  elementos  de 
reconocimiento y sistemas de transducción. La elección del 
transductor  está  condicionada  por  el  tipo  de  elemento  de 
reconocimiento elegido, ya que éste determina cuál  será  la 
variación  en  las  propiedades  físico‐químicas  que  ocurra 
como consecuencia de la interacción. Además esta selección 






biosensores  enzimáticos,  tanto  que  a  veces  el  término 






en  volúmenes  pequeños  (incluso  del  orden  de 
nanolitros), lo que permite monitorización “in vivo”.  





















































































b) La  señal  obtenida,  al  ser  eléctrica,  permite  la 
transducción directa de la velocidad de reacción 
en la señal de lectura.  
c) Los  límites  de  detección  se  encuentran 
comprendidos entre 10‐6  y 10‐9 mol/L, pudiéndose 
detectar numerosos analitos de interés.  
d) La  relativa  simplicidad  y  el  bajo  coste  de  la 
instrumentación  electroquímica  facilita  su 
aplicación.  
Aunque  a  priori  las  técnicas  electroanalíticas  poseen 
baja  selectividad,  este  inconveniente  puede minimizarse  al 
utilizar  un  sistema  de  reconocimiento  biológico  que  posea 
una alta selectividad para determinados analitos.  
La purificación de enzimas puede realizarse a través de 
métodos  relativamente  baratos,  porque  la mayoría  de  estas 
pueden ser aisladas de microorganismos, como p.e. hongos o 
bacterias,  los  cuáles  producen  estas  enzimas  en  exceso  de 





coenzimas  (productos  químicos  no  protéicos  p.e.  NAD+  u 
oxígeno), que pueden participar en la reacción enzimática de 
dos  formas  distintas,  a  través  de  una  fijación  enérgica  a  la 
proteína,  de  manera  que  no  son  modificados  una  vez 
finalizado el ciclo catalítico, o bien como un segundo sustrato, 
modificándose  después  del  ciclo,  por  lo  que  en  general 
requieren de otra enzima para volver al estado original. Esta 
característica  hace  que,  en  principio,  sea  posible  una 
monitorización  continua  y  reversible,  lo  que  no  ocurre  con 
otro tipo de material biológico, como p.e. con los anticuerpos. 
La  actividad  enzimática  se  encuentra  controlada 
normalmente por la presencia de estos cofactores y además 
por  la  temperatura, pH y  fuerza  iónica del medio en el que 
se desarrolla la catálisis.  
Entre  las  diversas  enzimas  disponibles,  las  más 
utilizadas  son  las  correspondientes  a  la  familia  de  las 
oxidoreductasas,  ya  que  se  trata  de  enzimas muy  estables 
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que  catalizan  reacciones  de  oxido‐reducción  y  que  pueden 
acoplarse a distintos sistemas de transducción. 
La  reacción  catalítica  enzimática  es  eficiente  y 
extremadamente selectiva, por lo que se combinan los factores 
de  reconocimiento  específico  y  de  amplificación  necesarios 
para las aplicaciones analíticas de los biosensores. 
Si  la  reacción  enzimática  involucra  un  solo  sustrato, 
esta puede formularse como: 
 












donde Vmáx  es  la máxima  velocidad  de  reacción  y KM  es  la 





los  parámetros  KM  y  Vmáx,  y  las  zonas  donde  la  señal 
obtenida es útil para la determinación del sustrato y para la 
determinación de la actividad enzimática. El valor KM de una 
enzima  generalmente  se  encuentra  comprendido  en  el 
rango 10‐1 a 10‐6 M; cuanto menor sea, implica que la enzima 
presenta una mayor afinidad por su sustrato y por lo tanto 
su  unión  es  más  fuerte.  Desde  el  punto  de  vista  analítico, 
cuanto  mayor  es  la  constante  de  Michaelis‐Menten,  la 






Figura 1.5.:  Dependencia de  la velocidad de  la reacción enzimática en  función de 
la concentración de sustrato 
 
Se  han  desarrollado  diferentes  métodos  para  la 
transferencia de electrones entre el enzima y el transductor 
amperométrico,  lo  que  permite  diferenciar  tres 
generaciones  de  biosensores  amperométricos  basados  en 
oxidoreductasas. (Figura 1.6.) 
 
Figura 1.6.:  Esquema  de  las  tres  generaciones  de  biosensores  basados  en 
oxidoreductasas: a) primera, b) segunda y c) tercera generación. 
• Primera  generación.  Están  basados  en  la  medida 
de  uno  de  los  productos  o  del  cofactor  de  la  reacción 
enzimática.  Por  tanto,  es  necesario  que  la  sustancia 
analizada tenga propiedades electroquímicas. 
El  electrodo de Clark pertenece  a  este  grupo.  Consiste 
en  una  membrana,  compuesta  por  Glucosa  oxidasa  (GOx), 
inmovilizada  sobre  un  electrodo  que  determina  las 
variaciones  de  oxígeno  en  el  medio.  La  concentración  de 
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glucosa  presente  en  el  medio  es  cuantificada  mediante  la 
reducción  del  oxígeno  en  el  cátodo  de  platino  a  ‐  700 mV, 
según el siguiente mecanismo: 
 
Posteriormente  se  desarrolló  un  nuevo  tipo  de 






otra),  es  necesaria  la  presencia  del  cofactor  nicotinamida 






Además,  en  este  tipo  de  reacciones  se  dan  procesos  de 
polimerización  de  los  productos  de  reacción,  que  suelen 
desactivar la superficie del electrodo. Todo esto condujo a la 
utilización  de  mediadores,  lo  que  dio  paso  a  la  segunda 
generación de biosensores amperométricos. 
• Segunda  generación.  La  segunda  generación  de 
biosensores  incorpora  un  mediador  que  se  encarga  de  la 
transferencia electrónica entre el centro activo del enzima y 
la superficie del electrodo. 
El  mediador  debe  reaccionar  de  manera  rápida  con  el 
centro activo, minimizando así  la competición con el cofactor 






redox  de  posibles  interferentes.  Los  mediadores  más 
utilizados,  libres  en  disolución  o  inmovilizados  junto  con  los 
enzimas,  son  entre  otros  el  par  ferri/ferrocianuro,  derivados 





una mayor  selectividad,  puesto  que  trabajan  a  potenciales 
muy  próximos  a  los  intrínsecos  del  enzima,  quedando 
menos  expuestos  a  posibles  interferentes.  Una  de  las 
mayores  dificultades  en  la  construcción  de  este  tipo  de 
biosensores  es  como optimizar  la  transferencia  electrónica 
entre  el  centro  activo  del  enzima  y  la  superficie  del 
electrodo. La gran mayoría de enzimas tiene el centro activo 
en  su  interior  y  hace  imposible  un  contado  directo  entre 
éste y la superficie del transductor. 
El  buen  funcionamiento  de  un  biosensor  depende,  en 
gran  medida,  de  la  inmovilización  del  sistema  de 
reconocimiento  biológico  sobre  el  transductor.  La 
estabilidad  de  las  enzimas  es  un  factor  limitante  en  el 
tiempo de vida útil de un biosensor enzimático, por  lo que 
se  emplean  diferentes  métodos  físicos  o  químicos  para 
aumentarla.  La  inmovilización del material  biológico  es  un 
proceso mediante el que se confina o localiza el bioreceptor 
sobre el transductor electroquímico, para dar lugar a formas 
insolubles  que  retienen  su  actividad  y  que,  en  ocasiones, 
pueden  reutilizarse.  Por  ello  es  necesario  mantener 
inalterable en  lo posible  la estabilidad de dicho sistema de 
reconocimiento  biológico.  Uno  de  los  procesos  más 
importantes  en  la  fabricación  de  un  biosensor,  ya  que 
características  tan  importantes  como  la  sensibilidad  o  el 
tiempo  de  vida,  dependen  en  gran  medida  del  tipo  de 
inmovilización  utilizad.  La  inmovilización  enzimática, 
conlleva una serie de ventajas en Química Analítica: (a) en la 
mayoría  de  casos  la  estabilidad  de  la  enzima  se  ve 
aumentada;  (b)  el  material  inmovilizado  puede  ser 






Para  incrementar,  a  lo  largo  del  tiempo,  la  estabilidad 
estructural  y  funcional  del material  biológico  empleado  en 
el diseño de biosensores,  se emplean distintos métodos de 
inmovilización,  que  proporcionan  un  medio  en  el  que  el 
biomaterial se encuentra protegido. Uno de los sistemas de 
inmovilización  más  utilizado  consiste  en  la  encapsulación 
del material biológico dentro de una matriz polimérica108,109. 
A  modo  de  ejemplo  y  puesto  que  la  inmovilización  de 
material  biológico  realizada  en  esta  tesis  se  produjo  con 
diversas enzimas oxidoreductasas,  la glucosa oxidasa se ha 
inmovilizado,  con  éxito  en  una  gran  variedad  de  matrices 
como,  en  electropolímeros110,111,  hidrogeles95,96,112,113  así 
como en  látex109,114. En  cuanto a  la  galactosa oxidasa  se ha 
inmovilizado  en  electropolímeros115‐117,  en  diferentes 
películas  poliméricas99,104,118  e  hidrogeles98,119;  la  colina 
oxidasa  en  electropolímeros94,120‐123  e  hidrogeles98,99;  y  la 
tirosinasa en electropolímeros124‐126, hidrogeles127, etc. 













117  H.  Gülce,  Y.S.  Aktas,  A.  Gülce,  A.  Yildiz,  Enzyme  and Microbial 
Technology., 32(7), 895 (2003). 
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En  la  microencapsulación,  el  biocatalizador  queda 
atrapado  dentro  de  una  red  tridimensional  inerte  de  un 
polímero siendo la actividad y la carga enzimática superior a la 
obtenida  por  unión  covalente  o  simple  adsorción.  La 
estabilidad de  la enzima en estas matrices suele ser el  factor 
que determina el tiempo de vida del biosensor, pero además, 
este  sistema  de  inmovilización  presenta  ventajas  adicionales 
como  su  facilidad  de  manipulación  y  adaptación  a  distintos 
diseños, estabilidad, control del tamaño de poro, etc. 
A  pesar  de  estas  ventajas,  es  difícil  encontrar  en  la 
bibliografía  biosensores  con  enzimas  inmovilizadas  en 




Hasta  el  momento,  se  han  utilizado  micropartículas  de 
metacrilato130, alginato72, látex artificiales131 y acrilamida132. 1 
En la Figura 1.7 se recoge en un esquema, los distintos tipos 
de  inmovilización  que  se  suelen  emplear  en  la  fabricación  de 
biosensores.  La  inmovilización  puede  realizarse  mediante 
métodos  físicos,  fundamentalmente  por  adsorción  o  por 
atrapamiento,  y  métodos  químicos,  mediante  el 
acoplamiento  covalente  o  por  entrecruzamiento 
(crosslinking).  
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de  las  biomoléculas  sobre  materiales  adsorbentes  que  sean 
insolubles en el medio de ensayo. Este tipo de inmovilización 
se  basa  en  la  unión  de  la  biomolécula  a  la  matriz  mediante 
interacciones  de  tipo  no  covalente:  fuerzas  electrostáticas, 
hidrofóbicas,  enlaces  de  hidrógeno  o  de  Van  der  Waals.  El 
procedimiento de adsorción consiste en poner en contacto las 




cerámicos.  Las  principales  ventajas  de  este  método  son  su 
sencillez y bajo coste, aunque tiene como contrapartida que es 




es  insoluble  en  el medio de  trabajo.  En  este  caso  ésta puede 
adsorberse  directamente  sobre  el  transductor,  sin  necesidad 
de emplear ningún material adsorbente. 




de  la  biomolécula  del  seno  de  la  disolución  mediante 
encapsulamiento en una membrana  semipermeable  (en  fibras 
huecas  o  en  reactores  de  membrana).  Las  matrices  más 
utilizadas son: geles de agar, nylon, almidón y poliacrilamida, así 
como  matrices  electrónicas  compositas  rígidas  formadas  por 
grafito‐.teflón  o  grafito‐resina  epoxi.  Estos métodos  presentan 
como ventajas  la  sencillez,  el  bajo  coste,  la  necesidad de poca 

















cabo  por  uniones  covalentes  entre  la  enzima  y  los  grupos 
activados  de  los  monómeros  o  polímeros,  o  por  el 
entrecruzamiento  intermolecular  a  dichos  grupos  activados, 
presentando de este modo una fuerte  fijación al polímero. Los 
métodos  basados  en  el  entrecruzamiento  intramolecular  se 
llevan  a  cabo  entre  enzimas  y  polímeros  con  grupos  bi  y 
multifuncionales, por copolimerización con otra proteína inerte 
o  por  adsorción  de  las  biomoléculas  en  un  adsorbente, 
realizándose después el entrecruzamiento. Las propiedades de 
la  enzima  pueden  verse  alteradas  con  la  inmovilización, 
pudiendo  el  mismo  método  afectar  de  forma  diferente  a 
distintas enzimas. 
Existen  además  distintas  tecnologías  utilizadas  en  la 
inmovilización  enzimática,  tales  como  la  sol‐gel,  las  películas 




En  este  trabajo  se  ha  utilizado  la  microencapsulación 
como  sistema  de  inmovilización  enzimática  a  partir  del 
atrapamiento  del  material  biológico  en  micropartículas 










calidad  de  vida  de  los  enfermos  diabéticos.  Estos  biosensores 
continúan  siendo  los más  investigados,  ocupando  el  87%  del 
mercado total actual de los biosensores133, aunque biosensores 
                                                 






(ROS),  y  las  especies  del  nitrógeno  (RNS)  entre  otros, 
también están siendo objeto de investigación134‐139. 
Los criterios de funcionamiento para los biosensores in 
vivo  no  dependen  solamente  del  analito  específico,  sino 
también  del  uso  previsto  para  el  biosensor.  Debido  a  la 
importancia creciente de la neurobiología, sustratos como el 
lactato  y  el  piruvato  han  sido  evaluados  en  cerebros  de 
mamíferos,  en  células  simples,  en  cultivos  celulares  y  en 
tejidos,  así  como  también  se ha estudiado el  transporte de 
iones Ca2+, Na+ y K+ en estos medios140‐143. Otros importantes 
analitos  implicados  en  la  neurotransmisión  han  sido 
también  estudiados,  incluyendo  acetilcolina  y  colina144,145, 
ascorbato  (sobre  todo  como  interferente)119,  NAD(H)146  y 
dopamina147,  así  como  las uniones del  lactato y el piruvato 
con  ROS  y  óxido  nítrico  (NO),  han  sido  también 
monitorizadas148,149. 1 
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Los  estudios  fundamentales  en  el  desarrollo  de  un 
biosensor  se  pueden  dividir  en  tres  campos:  elementos  de 
reconocimiento molecular; metodología  en  la  construcción 
del  biosensor;  y  dispositivos  básicos  del  biosensor.  En  el 
desarrollo de elementos de reconocimiento se han utilizado; 
enzimas, microorganismos, anticuerpos,  receptores,  células 
animales  o  vegetales,  organelas  y  tejidos.  También  se  ha 
investigado  elementos  de  reconocimiento  molecular  de 
nuevos biomateriales y de materiales artificiales tales como 
ácidos  nucleicos  peptídicos  y  polímeros  de  impresión 
molecular  (PIMs).  Como  técnicas  y  herramientas  actuales 
para  la  construcción  de  biosensores,  las  técnicas  de 
microfabricación,  incluyendo  la  fabricación  a  nanoescala, 
son  las más  significativas  en  la miniaturización  de  chips  o 
dispositivos biodetección, ya que permiten la reducción del 
coste de producción en masa, la reducción del volumen de la 
muestra,  etc.  Además  se  han  estudiado  y  utilizado  varias 
técnicas y herramientas para mejorar las características del 
biosensor,  tales  como  los  inmunoreactores,  los  polímeros 
conductores,  las  películas  de  plasma  polimerizado  (PPFs), 
partículas  bacterianas  magnéticas  (BMPs),  etc.  La 
investigación  emergente para  crear nuevos dispositivos de 
biodetección  se  centra,  entre  otros,  en  el  desarrollo  de 
sensores tales como sensores de microbalanza de cristal de 
cuarzo  (QCM),  sensores  ópticos  basados  en  sensores  de 
resonancia  de  plasmones  superficiales  (SPR),  los  chips  de 
microfluidos  asociados  a  electroforesis  capilar,  y  los  chips 
arrays para ácidos nucleicos y proteínas. 
La  aplicación  clínica  de  los  biosensores  para  medir 
otros  analitos  tales  como  dianas  de  DNA  y  hormonas 
específicas  tienen  un  extenso  campo  de  aplicación  en 
cáncer,  habiéndose  desarrollando  por  ejemplo  un  sensor 
para  el  diagnóstico  de  cáncer  de  próstata  basado  en  la 
detección  de  antígeno  específico  de  próstata  mediante 
biosensores  amperométricos.  También  se  han  utilizado 













Las  nuevas  generaciones  de  sensores  deberán 
responder  a  problemas  analíticos  existentes  en  la 
actualidad,  como  el  control  del medio  ambiente,  la mejora 
de la calidad de vida, la gestión de residuos, la valoración de 
riesgos,  la monitorización de  los sistemas de control de  los 
procesos  industriales  y  la  necesidad  de  detectar  bajos 
niveles  de  concentración para  un  gran número  de  analitos 
en agua, aire, alimentos y matrices biológicas. 
A  pesar  de  los  esfuerzos  por  encontrar  materiales 
receptores cada vez más selectivos (ligandos macrocíclicos, 
polímeros,  cerámicas,  etc.),  actualmente  muchos 
investigadores  se  centran  en  imitar  el  comportamiento 
biológico  de  reconocimiento  molecular,  siendo  más 
selectivos y nos acercan más al concepto de biosensor ideal. 
Este  es  el  caso  de  la  aparición  de  recientes  sensores 
genéticos basados en materiales que combinan un agente de 
reconocimiento biológico (cadena de ADN), responsables de 

























las  líneas  de  investigación  de  nuestro  grupo,  desarrollo  de 
nuevos sistemas de inmovilización de enzimas para el diseño y 
optimización  de  nuevos  biosensores  electroquímicos  de 
aplicación analítica en ciencias farmacéuticas. Nuestro objetivo 
principal  es  la  utilización  de  diversos  microgeles  poliméricos 
como sistemas de inmovilización enzimáticos y posterior diseño 
y optimización de distintos biosensores amperométricos en  la 
determinación  cuantitativa  de  diversos  sustratos  de  interés 
clínico, farmacéutico, ambiental, como son la glucosa, galactosa, 
compuestos fenólicos, colina y acetilcolina. 
Para  la  determinación  de  glucosa,  galactosa,  colina  y 
acetilcolina,  el principio de detección se basa en  la medida 
de  la  corriente  generada  por  la  oxidación  del  peróxido, 
producto  de  la  reacción  enzimática,  utilizando  como 
electrodo de trabajo un electrodo de platino modificado con 
microgeles.  El  principio  de  detección  en  el  caso  de  los 
compuestos  fenólicos  se  basa  en  la medida de  la  corriente 
que  se  genera  cuando  tiene  lugar  la  reducción  de  la  o‐
quinona  producida  enzimáticamente,  utilizando  un 
electrodo de trabajo de carbón vitrificado. 
Los objetivos concretos han sido: 
1. Utilizar  distintas  matrices  poliméricas  como 
sistema  de  inmovilización  enzimática.  Como 
estrategia de inmovilización de las enzimas se ha 
utilizado  el  atrapamiento  en  micropartículas 
poliméricas  entrecruzadas.  Se  han  preparado  4 
tipos  de micropartículas  para  la  inmovilización 
del  biomaterial,  basadas  en  los  siguientes 
polímeros; poliacrilamida, poli etilenglicol metil 
éter  metacrilato,  poli  dimetil  amino  etil 
metacrilato y poli ácido metacrílico. 
2. Optimizar el sistema de inmovilización y realizar 
la  posterior  caracterización  fisicoquímica  las 
micropartículas  con  el  fin  de  lograr  la  máxima 
eficacia  en  la  inmovilización enzimática. Dentro 
de  la  caracterización  se  estudiará  la morfología 
de las micropartículas sintetizadas, así como las 
propiedades  fisicoquímicas  tales  como  el 




estructura  interna,  mientras  que  en  la 
optimización se estudiarán diversos parámetros 
relacionados con la matriz como la temperatura 




3. Preparar  biosensores  enzimáticos:  Se  pretende 
diseñar  biosensores  amperométricos  para  su 
utilización  en  la  determinación  de  distintos 
sustratos  de  interés  clínico.  Se  optimizarán  los 
parámetros analíticos de estos dispositivos, tales 
como sensibilidad, intensidad máxima, límite de 
detección,  precisión  y  tiempo  de  respuesta.    Se 
estudiará  el  efecto  de  distintos  factores  que 
afectan a  la respuesta del biosensor,  tales como 
el  pH,  la  temperatura,  el  potencial,  la  carga 
enzimática,  para  de  esta  forma  optimizar  los 




resultados  obtenidos  en  cuanto  a  condiciones 
experimentales  óptimas,  tiempo  de  respuesta, 
estabilidad, sensibilidad y límite de detección. 























































Todas  las  disoluciones  se  preparan  diariamente  con 
agua  purificada  mediante  un  sistema  Milli‐Q  (Milli‐Q  RG, 
Millipore). 






































































































































6,0:  Se  prepara  disolviendo  las  cantidades 
adecuadas  de  las  sales  disódica  y  monosódica. 
Esta disolución se prepara semanalmente. 
• Disoluciones  tampón  0,05  M  NaH2PO4/  0,05  M 
CH3COONa para hacer batería de pH de 4,0 a 8,0 
ajustando  con  HCl.  Se  prepara  disolviendo  las 
cantidades adecuadas de  las sales monosódicas. 
Esta disolución se prepara semanalmente. 
• Disolución  patrón  de  galactosa:  Se  obtiene 






• Disolución  patrón  de  colina:  Se  obtiene 
disolviendo  la  cantidad  necesaria  de  colina 
anhidra en una disolución tampón fosfato sódico 
0,1M. Esta disolución se prepara diariamente. 
• Disolución  patrón  de  colina/acetilcolina:  Se 
obtiene  disolviendo  la  cantidad  necesaria  de 
colina  anhidra  y  acetil  colina  anhidra  en  una 




correspondiente  (fenol,  catecol,  m‐cresol,  p‐cresol, 
3‐clorofenol,  4‐clorofenol,  dopamina)  en  la 
disolución  tampón  fosfato  sódico  0,1M.  Estas 
disoluciones se preparan diariamente. 
• Disolución  patrón  de  glucosa:  Se  obtiene 




Las  diversas  y  variadas  las  técnicas  empleadas  en  la 
caracterización  del  sistema  de  inmovilización  enzimática 
formado por microgeles, así  como para  la obtención de  las 
medidas  electroquímicas  realizadas  por  técnicas 
electroquímicas, se describen a continuación: 
3.2.1.  Calorimetría diferencial de barrido 
La  calorimetría  diferencial  de  barrido,  DSC 
(“Differential Scanning Calorimetry”), es un método térmico 
basado  en  la  medida  de  la  cantidad  de  calor  que  es 
necesario  aplicar  a  una  muestra  problema,  para  que 
conserve  la  misma  temperatura  que  la  muestra  de 
referencia. Para la realización de las medidas se ha utilizado 
un  calorímetro  diferencial  de  barrido  Mettler  modelo  820 






sustancias  puras,  se  obtienen  con  un  error  de  ±  1%.  El 





La  difracción  de  luz  de  rayos  X  es  una  potente  técnica 
empleada  para  el  estudio  de  la  estructura  interna  de  los 
microgeles.  Las medidas de difracción de  las micropartículas 
poliméricas  se  realizan  en  un  difractómetro  Philips  X’Pert 
modelo  PW3050.  Los  difractogramas  se  registran  cubriendo 




realiza  por  reflexión  del  haz  incidente  sobre  la  muestra, 
produciéndose  un  error  estimado  en  la  posición  de  las 
reflexiones de ± 0,02º.  
3.2.3.  Microscopia electrónica de barrido 
La  microscopia  electrónica  de  barrido  (SEM),  es  una 
técnica  que  permite  una  confirmación  visual  del  tamaño, 
forma  y  distribución  de  tamaños  de  las  micropartículas 
poliméricas,  aportando  además  una  imagen  tridimensional 
de las mismas. La principal desventaja de esta técnica reside 
en  el  hecho  de  que  las muestras  son  analizadas  en  estado 
seco y, por consiguiente, no resulta posible la medida de los 
tamaños  de  las  partículas  en  el  estado  hinchado.  Para 
realizar  el  análisis,  se  deposita  una  pequeña  cantidad  de 
micropartículas,  previamente  liofilizadas,  sobre  un  porta  y 
se  cubren  de  una  película  de  oro.  Las medidas  se  realizan 
con  un  microscopio  marca  JOEL,  modelo  JSM‐6400, 








de  inmovilización  enzimática,  se  realizó  un  estudio 
comparativo  de  las  absorbancias  medidas  de  las 
disoluciones  generadas  una  vez  producida  la  reacción 
enzimática  con un espectrofotómetro UV‐visible CARY 300 
Bio.  Se  realizaron  ensayos  diferentes  según  la  enzima 
implicada. La medida de la eficacia de la inmovilización de la 
GOx  en  las  micropartículas  sintetizadas  se  basa  en  la 
reacción del peróxido de hidrógeno producto de la reacción 
enzimática  con  una  disolución  de  yoduro.  En  una  primera 
etapa  la  glucosa  se  oxida  por medio  de  la  enzima  glucosa 
oxidasa  para  formar  ácido  glucónico  y  peróxido  de 
hidrógeno (H2O2). El H2O2 formado reacciona con el yoduro 
(I‐) para  formar yodo (I2). El  I‐, que se encuentra en exceso 
en  la disolución,  forma  junto con el  I2 el  ión  triyoduro  (I3‐) 
cuya señal a 353 nm es proporcional a  la concentración de 
H2O2 y ésta a  la de glucosa150. Para medir  la actividad de la 
ChOx  se  compararon  las  absorbancias  obtenidas  de  las 
hidrólisis  del  sustrato  acetiltiocolina  (ATCh) por  la  enzima 
colinesterasa producidas en 2 tipos de muestras: disolución 
de  enzima  y  disolución  de  micropartículas  con  enzima 
inmovilizada  a  las  que  se  les  añade  colina.  La  técnica 
espectrofotométrica  más  utilizada  es  el  método  de 
Ellman151.12La  tiocolina  liberada  reacciona  con  un 
cromóforo,  el  ácido  5,5’‐ditiobis‐2‐nitrobenzoico  (DTNB), 
dando lugar a un compuesto de color amarillo cuyo máximo 
de absorbancia presenta una  longitud de onda de 412 nm. 
La  cantidad  de  indicador  generada,  y  por  tanto  la 
absorbancia  medida  a  412  nm,  será  proporcional  a  la 
cantidad  de  colina.  Para  medir  la  actividad  de  la  PPO  se 
compararon  las  absorbancias  obtenidas  de  las  o‐quinonas 
producidas  enzimáticamente  en  2  tipos  de  muestras: 
disolución  de  enzima  y  disolución  de  micropartículas  con 
enzima  inmovilizada  a  las  que  se  les  añade  catecol.  Se 
prepararon  2  muestras:  (i)  una  dispersión  formada  por  3 
mg de micropartículas de η = 4,0%,  (lo que equivale según 
                                                 
150  M.P. Cañizares, A.N.A. Cañas, Tecnología, Oct./Nov. 18 (2006) 






disolución  tampón  fosfato  sódico  0,1M,  pH  6,0  y  (ii)  una 
disolución  de  29,89  UI  de  enzima  en  5  mL  de  la  misma 
disolución tampón. En ambos casos se añadieron 0,5 mM de 
catecol  y  se  determinó  la  actividad  enzimática  de  ambas 
muestras mediante las medidas espectrofotométricas a 380 
nm  de  las  o‐quinonas  generadas  enzimáticamente  tras  la 
adicción  de  catecol  según  el  método  propuesto  por 
Cumming y  col.152.  Se encontró que  la actividad enzimática 
de  la  dispersión  de  micropartículas  fue  un  74%  de  la 
actividad enzimática de la disolución de enzima. 13 
3.2.5.  Analizador de partículas Galai­Cis 
El  analizador  de  partículas  Galai‐Cis  se  utiliza  para  la 
medida del tamaño de las micropartículas poliméricas. Este 




partículas  se  utilizó  el  sistema de dispersión de  luz  laser, 
que permitía la medida de tamaños por debajo de 2 μm. El 
analizador  utilizado  fue  Malvern  Mastersizer  X  (Malvern 
instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido). La  técnica 
se  basa  en  la  predicción  del  comportamiento  de  las 
partículas  sobre  la  dispersión  de  la  luz,  las  cuales 
dispersan  luz  en  todas  las  direcciones  con  un  patrón  de 




a  690 nm y  se utilizaron  lentes de 45 mm, 100 mm y 300 
mm necesarias para medir partículas de diámetro entre 0,1‐
300  mm.  La  preparación  de  muestras  se  realizó 
dispersándolas en tampón fosfato sódico 0,1 M en un baño 
                                                 





ultrasónico  durante  3  minutos.  El  tamaño  medio  de  la 
muestra se obtuvo mediante la media de 5 medidas. 
3.2.7.  Amperometría 
Esta  técnica  se  basa  en  la  medida  de  la  corriente 
electrolítica a fin de relacionarla con la concentración de las 
especies  electroactivas,  que  participan  en  una  reacción 
electroquímica y que debido a su difusión hacia el electrodo 
de trabajo, dan lugar a una corriente electrolítica153.  
Las  medidas  amperométricas  se  realizaron  con  un 
potenciostato,  Metrohm            E‐506,  conectado  a  una  celda 
electroquímica  termostatizada  con  3  electrodos:  electrodo 
de  referencia  de  calomelanos  saturado  (ECS)  o  de 
Ag/AgCl/KCl (sat), un electrodo auxiliar de barra de platino 
y  un  electrodo  de  trabajo,  en  nuestro  caso  el  biosensor, 
constituido  por  un  electrodo de platino  en  contacto  con  la 
enzima  inmovilizada  en  el  caso  de  que  la  enzima 




                                                 








celdas  termostatizadas  con  la  ayuda  de  un  termostato  de 
circulación Julabo (‐50‐200ºC). 
3.2.8.  Voltamperometria cíclica 
Las  voltamperometrías  cíclicas  se  realizan  con  un 











• Electrodo  de  carbono  vitrificado  (superficie  3 
mm)  con  tirosinasa  immovilizada  en 
micropartículas  preparados  según  se  describe 
en lo apartado 3.3.2  
• Electrodo  de  platino  (superficie  3  mm)  con 
glucosa  oxidasa,  galactosa  oxidasa,  colina 
oxidasa  o  acetilcolinesterasa  inmovilizadas  en 










• Para  retener  las  micropartículas  sobre  la 
superficie  del  electrodo  de  trabajo,  se  ha 
empleado  una  membrana  de  diálisis  con  un 
corte  de  peso  molecular  comprendido  entre 




Habiendo utilizado  anteriormente  en nuestro  grupo  la 
enzima GOx  (E.C.  1.1.3.4)  de Aspergillus niger  (425 UI/mg. 
Pm=160,000  Da)  como  enzima  tipo,  debido  a  su  buena 
robustez, su bajo coste y su comportamiento bien conocido, 
en  este  trabajo  se  investigó  la  inmovilización  de  otras 
enzimas  oxidoreductasas,  tales  como  GlOx  (E.C.1.1.3.9)  de 




(E.C.  1.14.18.1)  de Mushrooms  (7500  UI/mg,  Pm=128,000 
Da)  ChOx  (E.C.  1.1.3.17)  de  Alcaligenes  sp.  (100  UI/mg. 
Pm=78,000 Da) y AChE (E.C. 3.1.1.7) de Electric eel, type VI­S 
(349 UI/mg. Pm=45,000 Da). 
La  inmovilización  de  enzimas  en  el  interior  de 








F erna F externa
V
V V
Φ = +   [14] 
donde VF.interna es el volumen de fase interna acuosa y VF.externa  
es el volumen de fase externa oleosa.  
La  preparación  de micropartículas  por  polimerización 
desde emulsión  concentrada de monómeros  situados en  la 
fase  dispersa  presenta  una  serie  de  ventajas  respecto  al 
método clásico de polimerización en emulsión: la velocidad 
de  polimerización  y  el  peso  del  polímero  resultante  son 
mayores, el rendimiento de la síntesis se mejora y se puede 
controlar el tamaño de las micropartículas según el tamaño 
de  los  glóbulos  de  la  emulsión  concentrada  de  partida. 





i) Preparación  de  la  emulsión  concentrada 
acuosa/oleosa. 
Se  preparan  por  separado  las  2  fases  que  formarán  la 
emulsión. La fase externa u oleosa la constituye el tensioactivo 
solubilizado en dodecano. Para preparar emulsiones W/O, se 
utiliza  un  tensioactivo  con  un  coeficiente  hidrofilia‐lipofilia 
                                                 





bajo,  como  el  Span  80  (HLB  4,2).  La  fase  interna  o  acuosa 
consiste  en  una  disolución  de    monómero,  agente 
entrecruzante  N‐N’‐metilen‐bis‐acrilamida  (BA),  iniciador 
persulfato  de  amonio  (PSA)  y  la  enzima  que  se  quiere 
inmovilizar, en tampón fosfato sódico 0,1 M de pH entre 6,0 y 




Antes  de  que  se  forme  la  emulsión,  se  pasa  una 
corriente de nitrógeno a través de las fases acuosa y oleosa 
con  el  fin  de  eliminar  el  O2  disuelto.  A  continuación,  en 
atmósfera  inerte  y  con  agitación  magnética,  se  inyecta  la 




como  acelerador  de  la  polimerización.  Se  mantiene  el 
sistema  en  agitación  durante  60‐90  minutos  hasta 
completarse la polimerización, a una temperatura inferior a 
la de desnaturalización de la enzima. 
iii) Recuperación  y  conservación  de  las 
micropartículas 
Se  añaden  10 mL  de  acetona  al  producto  obtenido,  la 
emulsión  se  rompe  y  las  micropartículas  obtenidas 
precipitan. El precipitado obtenido se centrifuga a 4500 rpm 
durante  15  minutos  con  la  disolución  tampón  de  fosfato, 




contiene  enzima.  Las  micropartículas  se  liofilizan  durante 
24  horas  para  eliminar  el  agua  de  las  micropartículas 
empleandose  un  liofilizador  Leybold‐Heraeus    y  se 
conservan en cámara frigorífica a ‐4ºC.  
  
Figura 3.3.:  Esquema  del  reactor  para  la  preparación  de  micropartículas  y 
fotografía del resultado final de la polimerización. 
El  tamaño  de  poro  de  la  matriz  polimérica  está 




100g BIS xgg monomeroBIS +=η  
[15]
 
donde  Ar  es  la  cantidad  de  agente  reticulante  y  M  la 
cantidad de monómero, expresadas ambas en gramos.   
Debido  a  que  en  este  trabajo  se  utilizaban  diversos 
monómeros de distinto peso molecular y con el fin de poder 
realizar una comparación de  los distintos biosensores para 
el  cálculo  del  grado  de  reticulación  se  utilizó  la  fracción 







100n BIS xnn monomeroBIS +=η   [16] 
donde  nBIS  y  nmonomero  son  el  número  de  moles  de  agente 
entrecruzante y monómero respectivamente. 
Al final, se obtiene una matriz polimérica que atrapa las 
proteínas  que  se  encuentren  dentro  del  medio  donde  se 
realiza la polimerización, como las distintas enzimas que en 
este  trabajo  se  han  empleado.  Interesa  que  el  tamaño  de 
poro  sea  lo  suficientemente  pequeño  como  para  que  la 
enzima  no  salga  al  exterior  pero  a  la  vez  debe  ser  lo 
suficientemente grande para que el sustrato pueda difundir 
hacia  el  interior  de  la  micropartícula  permitiendo  la 
reacción  enzimática  y  para  que  el  producto  de  dicha 
reacción,  pueda  salir  del  polímero  y  alcanzar  la  superficie 
electródica. 
Los  monómeros  utilizados  para  la  síntesis  de 
micropartículas  fueron  acrilamida  (AA),  poli  etilen  glicol 
metil  eter  metacrilato  (PEGMEM),  dimetilamino  etil 
metacrilato  (DMAEM)  y  ácido metacrílico  (AMA). En  todos 
los  casos  se  optó  por  la  bisacrilamida  como  agente 
reticulante  (Figura  3.4).  Se  han  realizado  síntesis  de 
micropartículas  con  grados  de  reticulación  comprendidos 




La  reacción  polimérica  de  los  distintos  polímeros 






































































































































































































































































































































































































El  éxito  en  estudios  electroquímicos  comienza 
asegurándose de que los sensores electroquímicos de que se 
disponen  estén  trabajando  adecuadamente  y  que  sus 
superficies electródicas no  se encuentren contaminadas. El 
electrodo  de  referencia  se  recargaba  con  una  disolución 
saturada de cloruro potásico. Se llevo a cabo la regeneración 
de los electrodos de platino, tanto auxiliar como de trabajo, 
llevándolos  a  potenciales  alternos  de  ‐2V  y  +2V  vs  ECS, 
durante 30 s, repitiendo este paso 10 veces. 
La  limpieza  efectiva  de  superficies  electródicas  que 
hemos  utilizado  como  electrodos  de  trabajo,  platino  y 
carbón  vítreo,  se  consigue  a  través  de  los  tres 
procedimientos de limpieza que a continuación se detallan: 
i) Limpieza  química.  Este  procedimiento  se 
realiza  cuando  el  electrodo  ha  sido  modificado 
físicamente  o  químicamente  con  la  finalidad  de 
obtener  una  respuesta  característica  del 
biosensor.  Dependiendo  del  material  del 
electrodo  se  suele  utilizar mezclas  de  reactivos 
que  atacan  y  destruyen  todo material  orgánico 
que se encuentre depositado en  la superficie de 
estos biosensores. Lo que se hace es sumergir el 
electrodo  de  interés  en  la  mezcla  de  reactivos 
por  un  tiempo  determinado.  En  el  presente 
trabajo de  investigación se procedió a  sumergir 
el  electrodo  de  platino  en  solución  H2SO4:H2O2 
(1/1)  durante  30  segundos  y  al  electrodo  de 
carbón  vítreo  durante  10  segundos.  Luego  se 





fino.  Durante  este  procedimiento  de  limpieza 
mecánica se utiliza agua desionizada 18 MΩ. 
iii) Limpieza  electroquímica.  Una  vez  cumplidos 




realizar  una  limpieza  electroquímica  ciclando 
para  ello  al  electrodo  de  trabajo  durante  una 
determinada  cantidad  de  ciclos  en  una 








Para  la  preparación  del  biosensor  se  deposita  una 
cantidad  exactamente  pesada  de  micropartículas  con 
enzima  inmovilizada  en  la  superficie  del  electrodo  de 
trabajo  y  se  retienen  con  una  membrana  de  diálisis,  que 
permite  la  entrada  del  sustrato  al  interior  de  la 
micropartícula (Figura 3.5). Antes de su uso se mantiene en 














Antes  de  realizar  las  medidas,  se  permite  que  el 
biosensor,  que  se  guarda  en  una  solución  de  tampón 
fosfato/acetato a ‐4 ºC, alcance la temperatura ambiente.  
Los amperogramas se obtienen sumergiendo el biosensor 




corriente,  se  añade  a  la  celda  electroquímica  una  cantidad 
conocida de sustrato, que genera un aumento de  la  intensidad 
de corriente, como consecuencia de la reducción u oxidación del 
producto  de  la  reacción  enzimática,  hasta  llegar  al  estado 
estacionario  donde  la  intensidad  se  mantiene  constante.  Se 












No  fue  necesario  aplicar  ningún  tipo  de  tratamiento, 
físico o químico al electrodo entre medidas.  
La  aplicación  del  potencial  al  electrodo  de  trabajo 
(biosensor), va a depender de la enzima con la que estemos 





El  comportamiento  de  las  enzimas  inmovilizadas  es 
diferente a  la de  las enzimas  libres y  la  curva de  calibrado 
obtenida no se ajusta totalmente a la ecuación de Michaelis‐
Menten,  por  lo  que  en  términos  cinéticos  se  habla  de 
constante de Michaelis‐Menten aparente (Km ap.). 
La  intensidad  de  la  corriente  que  se  produce  en  el 
electrodo  debido  a  la  reducción  u  oxidación  del  producto 












Donde  ik  es  la  intensidad  medida  para  una 


















constante  catalítica,  [Eo]  la  cantidad  de  enzima  y  n  el 
número de electrones que intervienen en la reacción. 
3.3.4.  Estudio de los parámetros analíticos del Biosensor 
Los  parámetros  analíticos  estudiados  en  todos  los 
biosensores  han  sido  sensibilidad,  intensidad  máxima, 
intervalo  lineal,  límite de detección,  tiempo de  respuesta y 
precisión. La sensibilidad se calcula a partir de la pendiente 
del  intervalo  lineal.  Para  el  intervalo  lineal  se  tomaron  los 
valores  de  la  curva  de  calibrado  en  la  que  la  sensibilidad 
(pendiente)  es  constante,  y  que  se  corresponde  con  el 
mayor número de  resultados que presentan un  coeficiente 
de regresión igual o superior al 99%. El límite de detección 
de  un  analito  se  define  como  aquella  concentración  que 
proporciona  una  señal  instrumental  significativamente 
diferente de la señal de una muestra en blanco, o la señal de 
fondo. Es  la cantidad de analito que proporciona una señal 
igual  a  la del blanco más  tres veces  la desviación estándar 
del  blanco  (ݔ௅஽ ൌ തܺ஻ ൅ 3ߪ஻).  La  intensidad  máxima  o 
intensidad alcanzada al producirse la saturación enzimática, 
se expresa en forma de densidad de corriente máxima en las 




de  aproximación  entre  los  resultados  obtenidos  se  puede 
realizar  en  términos  de  repetibilidad  (variación  de  los 
resultados  dentro  del  curso  del  mismo  análisis),  precisión 
intermedia  (variación  interdía)  y  reproducibilidad  (ensayos 
interlaboratorio).  En nuestro  trabajo  se  han  evaluado  tanto  la 
repetibilidad  y  precisión  intermedia,  expresadas  mediante  la 
medida  del  coeficiente  de  variación.  En  el  caso  de  la 
repetibilidad, todas las condiciones deben ser idénticas, por eso, 
se realizaron 10 medidas a la misma concentración de sustrato 
(siempre  cambiando  la disolución electrolítica  entre medida y 
medida), utilizando el mismo biosensor y todas realizándose el 
mismo  día.  Para  efectuar  este  estudio  se  eligieron  3  niveles 






intermedia,  se  realizaron  10 medidas  de  intensidad  al  añadir 
una  concentración  de  sustrato  de  la  zona  intermedia  del 




de  variación  a  medida  que  disminuye  la  concentración  del 
analito en estudio (Tabla 3.3).  










Dentro  de  los  parámetros  cinéticos  que  se  calculan,  se 
encuentran el coeficiente de Hill, n (obtenido de la pendiente de 
la recta a partir de la representación logarítmica de la ecuación 




coeficiente  de  Hill  es  la  pendiente  de  la  recta  obtenida  y  nos 
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Michaelis‐Menten,  por  lo  que  no  se  pueden  calcular  los 
parámetros  correspondientes  a  la  cinética  enzimática 
implicada en el proceso. Esto  sucede  cuando el proceso de 
difusión  resulta  más  lento  que  la  reacción  enzimática. 
Cuando  sucede  al  contrario,  se  utiliza  la  ecuación  de 
Lineweaver‐Burk  para  el  cálculo  de  la  constante  de 
Michaelis‐Menten,  Km  [20],  representando  en  abscisas  la 
































Investigaciones  previas  en  nuestro  grupo  de 
investigación,  realizaron  el  estudio  de  micropartículas  de 
poliacrilamida con la enzima GOx inmovilizada para el diseño 
de  biosensores  amperométricos.  Las  micropartículas 
sintetizadas  presentaron  unas  buenas  características  como 
sistemas de  inmovilización  ya  que presentan una  estabilidad 
en el  tiempo superior a 1 año cuando se almacena a  ‐4ºC en 
tampón  fosfato,  y  pueden  ser  utilizadas  en  ese  periodo,  se 
eligió  este  polímero  para  atrapar  otras  enzimas 
oxidoreductasas.  Las  propiedades,  tanto  fisicoquímicas  como 
analíticas  de  los  biosensores  que  utilizan  como  material 
biológico estas micropartículas, mejoran con respecto a las ya 
reportadas en la literatura. Por este motivo, el estudio en esta 
tesis  comenzó  con  el  empleo  de  micropartículas  de 
poliacrilamida  para  el  atrapamiento  de  otras  enzimas 
oxidoreductasas.  Debido  a  que  dentro  de  nuestro  grupo  de 
investigación se había utilizado anteriormente la enzima GOx, 
se  investigó  en  este  trabajo  el  comportamiento  en  la 
inmovilización de  otras  enzimas  oxidoreductasas,  tales  como 
GlOx, PPO, ChOx y AChE. 
Con el fin de realizar un estudio más extenso dentro de 
la  búsqueda  de  nuevos  materiales  basados  en  polímeros 
hidrofílicos  con  nuevas  propiedades,  se  planteó  el  estudio 
de  otros  polímeros  diferentes  a  poliacrilamida  para  la 
síntesis  de  macropartículas.  En  consecuencia,  durante  la 
realización  del  trabajo  de  tesis,  se  han  planteado  la 
utilización  de  diferentes  polímeros  biocompatibles  (poli 
etilenglicol  metil  éter  metacrilato,  poli  dimetil  amino  etil 
metacrilato  y  poli  ácido  metacrílico)  en  forma  de 
micropartículas  para  la  inmovilización  enzimática, 
utilizándose  como  parte  biológica  de  un  biosensor 







4.1.  “Biosensor  amperométrico  para  la  medida  de 
galactosa  compuesto  por  microgeles  de 
poliacrilamida”. Anales Real Academia Nacional de 
Farmacia, 72: págs. 443­461 (2006) 
La  galactosemia  es  uno  de  los  errores  innatos  del 
metabolismo  más  frecuentes,  su  presentación  clínica  en 
niños  no  tratados,  puede  ser  severa,  a  veces  mortal;  su 
diagnóstico  es  relativamente  simple  y  su  tratamiento  es 
muy  sencillo  y  efectivo.  Esto  ha  hecho  que  en  los  últimos 
años  se  hayan  propuesto  nuevos  diseños  de  biosensores 
para  la  determinación  de  galactosa  basados  en  galactosa 
oxidasa.  Una  de  las  principales  aplicaciones  de  los 
biosensores  compuestos por galactosa oxidasa, además del 
estudio  de  lactosa  en  leche  y  derivados,  es  el  estudio  del 
nivel  de  galactosa  en  sangre,  ya  que  este  parámetro  tiene 
una  gran  importancia  en  química  clínica  para  el  análisis 
preventivo  de  la  galactosemia.  La  galactosemia  es  una 
enfermedad  en  la  cual  la  ausencia  de  la  enzima  galactosa 
fosfatouridil  transferasa  produce  la  incapacidad  de  utilizar 
el  azúcar  simple  galactosa,  que  compone  la  mitad  de  la 
lactosa, el azúcar que se encuentra en la leche, esto provoca 
una acumulación de galactosa dentro del organismo, y como 
consecuencia,  la  aparición de  lesiones  en  el  hígado  y  en  el 
sistema nervioso central.  
El objetivo de este trabajo consistió en el desarrollo de 
un  método  de  determinación  de  galactosa  mediante  el 
diseño  de  un  biosensor  electroquímico  que  utiliza  como 
material biológico la enzima galactosa oxidasa inmovilizada 
en micropartículas de poliacrilamida.  
La  caracterización  de  las  micropartículas  con  y  sin 
enzima  inmovilizada  se  llevó  a  cabo  mediante  diversos 
métodos fisicoquímicos, tales como analizador de partículas 
Galai  Cis‐1,  microscopía  electrónica  de  barrido,  difracción 
de  rayos  X  y  calorimetría  diferencial  de  barrido.  Cabe 
destacar  la  alta  protección  que  las micropartículas  ejercen 
sobre  el  enzima,  ya  que  la  actividad  de  la  enzima 






Con  el  fin  de  optimizar  las  condiciones  óptimas  de 
análisis,  se  estudió  la  influencia  de  diversos  factores  en  la 
respuesta  del  biosensor,  tales  como  grado  de  reticulación, 
pH,  temperatura. Se obtuvo un dispositivo analítico de alta 
sensibilidad para  la detección de galactosa,  realizándose  la 

















































































































































entrapped  in  polyacrylamide microgels”.  Biosensor 
amperométrico  formado  por  colina  oxidasa 
inmovilizada  en  microgeles  de  poliacrilamida. 
Electroanalysis., 19 (2­3), págs. 370­378 (2006)  
La  acetilcolina  es  el  neurotransmisor  específico  de  la 
sinapsis,  tanto  del  sistema  nervioso  somático  como  en  la 
sinapsis ganglionar del sistema nervioso autónomo y en los 
órganos  diana  de  la  división  parasimpática.  La  síntesis  de 
acetilcolina  tiene  lugar  en  el  botón  terminal  y  es 
metabolizada  por  la  acetilcolinesterasa  en  el  espacio 
sináptico.  La  acetilcolina  y  su  metabolito  colina  han  sido 
asociados a procesos como la formación de la memoria y el 
aprendizaje,  o  el  desarrollo  y  mantenimiento  de  las 
adicciones.  Además,  se  han  relacionado  con  trastornos 
cerebrales  como  el  Alzheimer  y  el  Parkinson,  demencia 
progresiva  y  esquizofrenia.  Por  estas  razones,  la 
determinación  de  la  acetilcolina  y  la  colina  es  de  gran 
importancia  clínica.  Además,  el  aumento  del  nivel  de 
acetilcolina  debido  a  la  inhibición  de  la  enzima 
acetilcolinesterasa  (AChE),  está  siendo  utilizado  como 
estrategia  terapéutica  para  combatir  el  Alzheimer.  Los 
organofosforados  y  carbamatos  son  inhibidores  de  la 
colinesterasa, enzima que cataliza la hidrólisis de los ésteres 
del  neurotransmisor  acetilcolina. Los  organofosforados  se 
unen  a  la  acetilcolinesterasa  e  inhiben  su  actividad  de 
manera irreversible, tanto en los  glóbulos rojos como en el 
plasma, por lo cual su restauración depende de la síntesis de 
nuevas  moléculas  de  la  enzima,  a  diferencia  de  los 
carbamatos  en  los que  esta unión  es  reversible de manera 
espontánea. 
Este  trabajo  consistió  en  el  desarrollo  de  biosensores 
amperométricos  para  la  detección  de  colina,  acetilcolina  y 
nicotina,  mediante  el  desarrollo  de  biosensores  mono  y 
bienzimáticos.    La  inmovilización  de  colina  oxidasa  en 
micropartículas  de  poliacrilamida  se  realizó  a  partir  del 
método  de  polimerización  en  emulsión  concentrada 
utilizando  bisacrilamida  como  agente  entrecruzante.  El 







inmovilización  enzimática  así  como  la  variación  del 
entrecruzamiento de la red en las propiedades del microgel.  
El  biosensor  monoenzimático  desarrollado  se  utilizó 
para la detección de colina y el biosensor bienzimático para 
la  detección  de  acetilcolina,  obteniéndose,  después  del 
estudio  y  optimización  de  los  factores  que  influyen  en  la 
respuesta  analítica,  una  sensibilidad  y  límite  de  detección 
aceptables.  La  detección  de  nicotina  se  basó  en  el  efecto 
inhibitorio  que  este  compuesto  ejerce  sobre  la  actividad 









































to  enzyme  biosensors”.  Aplicación  de  polímeros 
metaacrílicos  al  diseño  de  biosensores 
amperométricos.  Biomolecular  Engineering.,  23, 
págs. 233­245 (2006) 
Este  trabajo  de  revisión  sirvió  como  base  para  la 
elección  de  los  derivados  del  metacrilato  como  matrices 
poliméricas y su uso como sistema de inmovilización. 
El  objetivo  en  esta  parte  del  trabajo  consiste  en 
examinar el uso de metacrilato y sus derivados, tales como 
poli(2‐hydroxyethyl  metacrilato)  (pHEMA),  poli(glicidil 
metacrilato  (pGMA),  poli(butil  metacrilato  (pBMA), 
poli(metacrilato  de  metilo  (pMMA),  como  sistemas  de 
inmovilización enzimática para la preparación de electrodos 
y  su  uso  en  biosensores  amperométricos,  ópticos  etc.,  así 
como su uso en bioreactores.  
El  estudio  de  las  distintas  matrices  poliméricas 
permitió  la  elección  de  los  distintos  metacrilatos  que 
posteriormente  fueron elegidos como matrices poliméricas 
para  la  inmovilización de  la  glucosa oxidasa y  su posterior 
utilización  como  material  biológico  en  el  desarrollo  de 











































































































































4.4.  “Encapsulation  of  glucose  oxidase  within 
poly(ethylene  glycol)  methyl  ether  methacrylate 
microparticles  for  developing  an  amperometric 
glucose  biosensor”.  Encapsulación  de  glucosa 
oxidasa  en  micropartículas  de  poli(etilenglicol) 
metil  eter  metacrilato  para  el  desarrollo  de  un 
biosensor amperométrico de glucosa. Talanta., 75, 
1151­1157 (2008) 
Dentro  de  la  búsqueda  de  una  adecuada  matriz  de 
inmovilización  en  la  fabricación  de  biosensores,  se  han 
diseñado  micropartículas  poliméricas  de  un  polímero 
biocompatible, no citotóxico, mono‐funcional y temperatura 
dependiente, lo que permite estudiar su comportamiento en 
sus  fases  hinchada  y  colapsada.  Esta  matriz  esta  formada 
por poli(etilenglicol) metil éter metacrilato.  
La  GOx  pertenece  al  grupo  de  las  oxidoreductasas  y 
media en la oxidación de la glucosa gracias a la participación 
de una molécula de FADH de su centro activo en el proceso 
de  oxidación.  Este  cofactor  frecuente  en  gran  cantidad  de 
enzimas  oxido  reductoras  actúa  como  intermediario  en  la 
oxidación  de  una  molécula  de  glucosa  cediendo 
posteriormente  los  electrones  al  O2  y  produciendo  H2O2. 
Esta  enzima  se  ha  caracterizado  por  su  gran  estabilidad 
tanto  química  como  física,  lo  cual  ha  sido  atribuido  a  la 
existencia  de  residuos  de  manosa  en  la  periferia  de  la 
enzima que la estabilizan. 
El  objetivo  del  trabajo  consistió  en  el  diseño  y 
desarrollo de un biosensor electroquímico como dispositivo 
analítico  sensible  a  glucosa.  En  una  primera  parte  del 
trabajo  se  prepararon  y  caracterizaron  micropartículas 
biocompatibles  de  p‐PEGMEM,  estudiando  los  parámetros 
que afectan a esta etapa para lograr la máxima eficacia en el 
proceso  de  inmovilización  enzimático.  Las micropartículas 
con  glucosa  oxidasa  fueron  utilizadas  como  componente 
biológico  de  un  sensor  amperométrico  de  glucosa.  La 
reticulación  de  cadenas  poliméricas  que  presentan  un 
balance adecuado entre grupos o segmentos hidrofóbicos e 
hidrofílicos puede dar lugar a hidrogeles capaces de formar 




temperatura  ambiente.  Si  la  temperatura  se  eleva,  los 
puentes  de  hidrógeno  se  debilitan,  al  tiempo  que  las 
interacciones  hidrofóbicas  se  intensifican  y  la  red 
polimérica  se  contrae. La  temperatura  crítica de  transición 
entre el estado hinchado y el contraído disminuye a medida 
que aumenta la proporción de grupos hidrofóbicos y, por lo 
tanto,  se  puede  modular  modificando  la  estructura  del 
hidrogel. Por debajo de la temperatura crítica, el hidrogel se 
encuentra  en  estado  hinchado  con  lo  que,  si  presenta  un 
grado de reticulación adecuado, se facilitará la difusión a su 
través de moléculas de naturaleza muy diversa,  incluyendo 
el  sustrato  glucosa,  específico  para  la  glucosa  oxidasa.  En 
cambio,  si  se  supera  la  LCST,  el  gel  se  contrae 
progresivamente  desde  la  superficie  hacia  el  interior  y  se 
forma  una  capa  externa  de  baja  porosidad  que  dificulta  la 
difusión del sustrato. 
Se  estudió  la  influencia  de  diversos  parámetros  en  la 
respuesta del biosensor, tales como potencial de trabajo, pH 
del medio y  fundamentalmente  temperatura,  considerando 
el  carácter  termodependiente  del  microgel  utilizado, 
obteniendose un dispositivo sensible y reproducible para la 
detección de glucosa con un límite de detección de 1 μM.  La 
aplicabilidad  del  biosensor  propuesto  se  demostró 
mediante  su  utilización  en  el  análisis  de  sueros, 















































































4.5.  “Amperometric  glucose  biosensor  based  
on  biocompatible  poly(dimethylaminoethyl) 
methacrylate  microparticles”.  Biosensor 
amperométrico  de  glucose  formado  por 
micropartículas  biocompatibles  de  poli(dimetil 
amino  etil) metacrilato.  Talanta.,  81,  1197­1202 
(2010) 
Otra matriz  polimérica  biocompatible  que  ensayamos, 
fue  el  DMAEM,  polímero  dependiente  del  pH  en  el  que  se 




encima  de  7,5,  cuando  en  el  medio  hay  gran  cantidad  de 
concentración de  iones OH‐, el polímero no presenta carga. 
Sin  embargo  para  pH  <  7,5,  se  encuentra  cargado 
positivamente. La glucosa oxidasa tiene un pI de 4,2, un pH 
óptimo de 5,5 y un rango de pH de máxima actividad que se 
corresponde  con  4‐7.  Se  estudiará  la  posible  interacción 
entre  la  enzima  y  el  polímero  dependiendo  del  pH  de  la 
disolución  de  trabajo,  investigando  el  efecto  de  esta 
interacción en las propiedades analíticas del biosensor. 
Se  estudió  la  influencia  de  diversos  parámetros  en  la 
respuesta del biosensor, tales como potencial de trabajo, pH 
del  medio  y  la  temperatura,  obteniendose  un  dispositivo 
sensible y reproducible para la detección de glucosa con un 
límite  de  detección  de  1  μM.    En  el  análisis  de  sueros  se 
obtuvieron  resultados  con  porcentajes  de  recuperación 
próximos al 100%, con valores de coeficientes de variación 

































































5.1.  Microgeles  de  PAAm  como  sistema  de 
inmovilización  enzimática.  Preparación  y 
caracterización de los microgeles de PAAm.  
La síntesis de microgeles de poliacrilamida se ha realizado 
mediante  el  método  de  polimerización  por  emulsión 
concentrada,  tal  y  como  se  describe  en  el  apartado  3.3.1, 
variando el grado de reticulación según la enzima utilizada.  
Un factor muy importante a considerar en la encapsulación 
de  un  enzima  en  el  interior  de  una  matriz  polimérica,  es  la 
porosidad que presenta dicha matriz, para  impedir la salida del 
enzima al exterior y permitir la entrada del sustrato. En la Tabla 
3.1.  anteriormente mostrada,  se  detalló  la  composición  de  las 
fases precursoras de la emulsión de poliacrilamida utilizada en 
la  encapsulación  de  las  distintas  enzimas  para  cada  grado  de 
reticulación. El control del tamaño de poro de la red se consigue 
mediante  el  control  del  agente  reticulante  utilizado  en  la 




el  sobrenadante.  Sin  embargo,  para  concentraciones  altas  de 
agente  reticulante,  el  tamaño  de  poro  se  hace  demasiado 
pequeño, manifestándose  en  una  disminución  de  la  respuesta 
obtenida, que se atribuye a la dificultad de difusión del substrato 





detección  de  la  actividad  enzimática  en  el  sobrenadante 
obtenido  de  la  síntesis  para  cada  grado  de  reticulación 
dependiendo  de  la  enzima  utilizada.  La  actividad  del 










galactosa,  midiéndose  a  un  potencial  de  +  0,7V  vs.  ECS.  Para 
ChOx se añadió una concentración 8 mM de colina, midiéndose a 




En  la  tabla  se  puede  observar  como  para  cada 
micropartícula, hay un grado de entrecruzamiento mínimo a 
partir del cual no se observa pérdida de la enzima, difiere en 
cada  caso  en  función  del  peso  molecular  de  la  enzima 
inmovilizada.  A mayor  peso molecular, menor  cantidad  de 







adecuadamente  ChOX  y  AChE  en  las  micropartículas  de 
PAAm, debido a la diferencia en sus pesos moleculares, sólo 
se  realizó  la  síntesis  de  las  micropartículas  partiendo  del 
grado óptimo de reticulación de la enzima ChOx, por lo que 
no se observa actividad en este sobrenadante. 
Con  el  fin  de  conocer  cómo  afecta  la  reacción  de 
polimerización a la actividad enzimática, esta se midió para 
micropartículas  que  presentan  la  enzima  inmovilizada, 
midiéndose  también  la  actividad  enzimática  de  la  misma 
cantidad de enzima libre utilizada en la síntesis. Para medir 
la  actividad  de  la  ChOx  se  compararon  las  absorbancias 
obtenidas  de  las  hidrólisis  del  sustrato  acetiltiocolina 
(ATCh) por  la enzima colinesterasa por espectrofotometría 
a 412 nm. La absorbancia será proporcional a la cantidad de 
colina.  Se  encontró  que  la  actividad  enzimática  de  la 
dispersión  de  micropartículas  fue  un  79%  de  la  actividad 
enzimática de la disolución de enzima.  
Para  medir  la  actividad  de  la  PPO  se  compararon  las 
absorbancias  obtenidas  de  las  o‐quinonas  producidas 
enzimáticamente.  Se  encontró  que  la  actividad  enzimática 
de  la  dispersión  de  micropartículas  fue  un  74%  de  la 
actividad enzimática de la disolución de enzima.  
A  la  vista  de  los  resultados  obtenidos,  el  método  de 
inmovilización  propuesto  supone  una  pérdida  de  la 
actividad enzimática en el intervalo del 21 – 26 %. 
Un  factor  clave  a  la  hora  de  inmovilizar  enzimas  bajo 
esta  modalidad  de  inmovilización,  es  la  temperatura  a  la 
cual  se  realiza  la  polimerización.  Como  la  reacción  de 
polimerización  es  exotérmica,  se  produce  liberación  de 
calor  con  el  consiguiente  aumento  de  temperatura  en  el 
medio de reacción. La temperatura alcanzada depende de la 
cantidad de agente iniciador utilizado en la síntesis. Para la 
enzima  GlOx,  debido  a  que  su  temperatura  de 
desnaturalización  se  encontraba  en  torno  a  30ºC,  no  se 
realizó  el  estudio  de  la  temperatura  de  polimerización 








temperatura  máxima  para  preservar  la  enzima  no 
desnaturalizada. 
Para  estudias  cómo  afecta  la  concentración  de  agente 
iniciador  en  el  tiempo  de  polimerización,  las 
concentraciones de persulfato de amonio estudiadas cuando 
se  utiliza  la  GlOx  fueron  9,86;  10,96;  13,15  y  21,92mM, 
obteniéndose  mejores  resultados  al  utilizar  una 
concentración  de  13,15mM,  puesto  que  el  tiempo  de 
polimerización  necesario  para  obtener  una  eficacia  de 
polimerización  próxima  al  100  %  resulto  ser  de  60  min, 
tiempo necesario para realizar la síntesis132.  
Cuando  se  realizó  las  síntesis  de  las  otras  enzimas 
(ChOx,  PPO,  ChOx/AChE),  se  observó  que  la  concentración 
óptima de PSA para realizar la síntesis sin que se produzca 
una elevación de temperatura perjudicial para la enzima, es 
de  10,96mM.  Al  disminuir  la  concentración  de  PSA  se 
requiere  un  tiempo mayor  para  alcanzar  un  porcentaje  de 
polimerización próximo al 100 %, siendo en este caso de 90 
minutos,  pero  se  permite  mantener  a  la  enzima  sin  que 
sufra desnaturalización.  
El  estudio  morfológico  de  las  micropartículas  se  ha 
realizado mediante microscopia  electrónica  de  barrido.  En 
la  Figura  5.1  (a)  se  muestra  la  micrografía  obtenida  con 
micropartículas  de  poliacrilamida  vacías,  es  decir  sin 
enzima  inmovilizada  en  su  interior,  con    un  grado  de 
reticulación  de  4,0%.  En  la  Figura  5.1  (b)  se  muestra  la 
micrografía  de micropartículas  de  poliacrilamida  de  grado 
de  reticulación  7,0%,  con  GlOx  en  su  interior  En  la  Figura 
5.1  (c)  se  muestra  la  micrografía  de  micropartículas  de 
poliacrilamida con ChOx encapsulada en su interior para un 
grado  de  reticulación  de  7,0%. Mientras  que  la  Figura  5.1 
(d) presenta la micrografía de las micropartículas de PAAm 
con ChOx / AChE inmovilizada en su interior para un grado 
de  reticulación  del  7,0%,  y  la  Figura  5.1  (e)  las 






Figura 5.1.:  Micrografías  de micropartículas  de  PAAm  sin  enzima  (a)  y  con  las 
diferentes enzimas en su interior: con GlOx (b), con ChOx (c), con ChOx 
/ AChE (d), con PPO (e). 
En  todos  los  casos,  tal  y  como  se  observa  en  las 
micrografías obtenidas por SEM tanto con las enzimas en su 
interior  como  sin  ella,  la  forma  de  las  micropartículas  es 
esférica, pudiéndose observar además la polidispersidad de 
las micropartículas.  
En  la  Tabla  5.2.  se  muestra  un  resumen  de  los  datos 
obtenidos, mediante un analizador de tamaños Galai‐Cis 1, con 
las  micropartículas  de  PAAm  con  las  distintas  enzimas 
inmovilizadas  en  su  interior  para  distintos  grados  de 
reticulación según la enzima inmovilizada. El tamaño promedio 
de  las  micropartículas  disminuye  cuando  éstas  contienen 
enzima,  debido  a  que  utilizamos  un  contenido  de  agente 
entrecruzante mayor para poder así retener a la proteína. 
 












La  Figura  5.2.  representa  la  gráfica  de  distribución  de 
tamaños  obtenida  para  las  distintas  micropartículas, 









propiedades  del  polímero,  como  la  temperatura  de  transición 
vítrea  (Tg). La  Tg,  es  un  parámetro  importante  en  la 
caracterización de los polímeros, ya que está relacionada con la 
rigidez del polímero y por ello se puede ver influida por factores 
que  modifican  la  estructura  del  mismo,  tales  como  la 
concentración  de  agente  reticulante,  presencia  de  agua  y 
atrapamiento  de  enzimas  en  su  interior.  Con  el  fin  de  definir 
claramente  la Tg  en  los  registros  calorimétricos,  es  necesario 
desecar  previamente  las muestras.  Para  lo  cual  se  calentaron 
durante 10 minutos a 150ºC, consiguiéndose así la eliminación 
total del agua. 
Además  el  contenido  de  agente  entrecruzante  de  las 
micropartículas  estudiadas  se  varió  alrededor  del  valor 




























Donde  Tg  es  la  temperatura  de  transición  vítrea  del 
polímero,  T0  es  la  temperatura  de  transición  vítrea  del 
polímero  sin  agente  reticulante,  K  es  una  constante 
independiente  del  polímero  cuyo  valor  es  aproximado  a 
1.3×1023, M  es  la  masa  molecular  del  monómero,  η  es  la 
concentración  de  agente  reticulante  y  γ  hace  referencia  al 






del  aumento  de  la  rigidez  del  polímero.  En  la  Tabla  5.3  se 





inmovilizada  se  observa  un  aumento  de Tg  al  aumentar  el 









Tabla 5.3.:  Dependencia de  la Tg para cada una de  las distintas micropartículas 
sintetizadas tanto sin como con enzima en su interior. 
Como muestra la Figura 5.3., las micropartículas vacías 
presentan  una  Tg  superior  a  las  que  poseen  las 
micropartículas  con  enzima.  Como  dato  significativo  cabe 
resaltar que las ecuaciones para las micropartículas con las 
enzimas GlOx y ChOx inmovilizadas, presentan unos valores 
de  la  pendiente  (K)  por  encima  de  las  demás 
micropartículas  con  enzimas,  que  podría  deberse  al 
aumento  en  la  concentración  de  agente  entrecruzante 
empleados.  También  hay  que  destacar  la  linealidad  que 
presentan  todas  las  rectas  de  Tg.  La  diferencia  existente 
entre  la  temperatura  de  transición  vítrea  para 
micropartículas  con  las  distintas  enzimas  y  las 
micropartículas  vacías,  se  atribuye  a  la  presencia  de  la 
enzima, que produce un efecto plastificante en el microgel156 
disminuyendo el valor de la Tg.  
La  caracterización  estructural  de  todas  las 
micropartículas  se  ha  realizado  por  difracción  de  rayos  X 
barriendo  la  región  angular  comprendida  entre  2θ=5º  y 
2θ=40º,  para  micropartículas vacías,  así  como  con  las 
distintas enzimas en su interior. Además se ha realizado un 
difractograma de cada una de las enzimas libre.  
En  el  difractograma  de  las micropartículas  con  GlOx,  se 
observa  un  máximo  ancho  característico  de  estructuras 
                                                 





posición    2θ1  =  21,16  grados  (Figura  5.4.a).  Aparece  un 
pequeño  pico  en  la  posición  2θ2  =31,56  grados  que  podría 
atribuirse  a  la  enzima  (Figura  5.4.b).  El  espaciado  d 
correspondiente a estas reflexiones es d1=4,40 Å y d2=2,98 Å. 
No  se  observa  ningún  cambio  de  los  espaciados  al 
variar el contenido de agente entrecruzante. El espaciado d1 











PPO  libre,  observando  una  estructura  amorfa  con  2  halos 




Además,  en  los  microgeles  con  enzima  aparece  un  pico  a 
2θ=32 grados (distancia 2,98 Å) que está relacionado con la 
presencia de PPO dentro del gel, observándose un pico a esa 
















máximo  en  2θ1=21.12  grados  y  2θ2=37.43  grados.  No  se 
observa  ninguna  dependencia  clara  de  los  espaciados  con  el 
contenido de entrecruzante. Las pequeñas fluctuaciones en d1 





Figura 5.6.:  Difractograma de  rayos X de microgeles de PAAm η = 7%  con y  sin 
ChOx (a) y difractograma de  ChOx sin inmovilizar (b). 
El  espaciado  d  correspondiente  a  estas  reflexiones  es 
d1=4,19Å y d2=2,39Å. El espaciado d1 aparece en microgeles 
de PAAm sin enzima92 donde se ha medido el valor d1=4,15Å  
y  también  se  ha  observado    que  al  calentar  el  microgel 
aumenta  hasta    4,42Å  lo  que  parece  indicar  que  se 
corresponde  con  una  distancia  entre  cadenas  poliméricas. 
Por el contrario el espaciado d2 no se observa en microgeles 
sin enzima y por eso pensamos que debe estar relacionado 
con  la  presencia  de  colina  oxidasa    dentro  del  gel  y  se 
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La  Figura  5.7.  muestra  los  difractogramas  obtenidos 
con micropartículas de PAAm y 7,0%,  con  las dos  enzimas 
inmovilizadas,  ChOx  y  AChE,  observando  una  estructura 
amorfa en el espectro, presentando un halo con un máximo 
en  2θ=21,12  grados.  Al  igual  que  en  la  inmovilización  de 
ChOx solamente,  se observa un de  los picos  característicos 





Se  observa  en  todos  los  difractogramas  la  estructura 
amorfa  típica de  la PAAm y diversos picos dependiendo de  la 
enzima  que  se  asocia  con  la  estructura  de  la  misma.  Este 
resultado se explica teniendo en cuenta que la inmovilización de 
las  diferentes  enzimas  utilizadas  se  lleva  a  cabo  en  un medio 
oleoso, donde están disueltas las cadenas del polímero, y en el 
que la enzima está dispersada en forma de cristales de pequeño 
tamaño,  los cuales pasan a  formar parte de  las gotículas de  la 
fase interna de esta emulsión, y que hace que la red sintetizada 











galactosa  se  basa  en  el  esquema  siguiente:  la  galactosa  al 








carga  enzimática,  el  potencial  de  trabajo,  el  estudio  de  la 
influencia  del  pH,  el  estudio  del  efecto  de  la  temperatura,  se 
realizó una curva de calibrado en condiciones óptimas (Figura 











en  este  trabajo  con  una  muestra  representativa  de  los 
biosensores de galactosa oxidasa utilizados, publicados a lo 
largo  de  estos  últimos  años,  la  sensibilidad,  el  rango  de 
linealidad  y  el  límite  de  detección  obtenido,  se  sitúa  en 
valores  medios  con  respecto  a  los  encontrados  en  la 
literatura. En la Tabla 5.4 se muestran las características de 




la  GlOx  en  micropartículas,  presenta  unas  características 
similares  a  los  demás  biosensores  ya  publicados,  sin 
embargo presenta dos ventajas que  les hace  interesante:  i) 
la gran estabilidad del material biológico (mínima de 1 año), 


























































































































































































































































































































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   



































































































































































































































La medida  electroquímica  utilizada  en  el  biosensor  de 
colina  se  basa  en  el  esquema  siguiente:  la  colina  al 
reaccionar  con  la  colina  oxidasa  genera  peróxido  de 
hidrógeno  que  se  oxida  en  el  electrodo,  a  un  potencial  de 
+0,6 V vs ECS dando  lugar a una corriente eléctrica que es 
proporcional  a  la  concentración  de  galactosa  en  la 
disolución. 
 
Una  vez  optimizadas  las  distintas  variables 





medida  de  la  concentración  de  colina  en  un  tiempo  de 
respuesta  de  90  segundos.  Los  coeficientes  de  variación 
obtenidos  para  la  repetibilidad  y  para  la  precisión  para  una 
concentración  de  colina  de  0,01  mM  fueron  5,24  y  7,75% 
respectivamente. Al comparar los resultados obtenidos con los 
CV máximos aceptados por Hortwithz según la concentración 
de  analito,  (ver  Tabla  3.2),  se  encuentra  por  debajo  de  los 
aceptables,  lo  que  demuestran  la  buena  precisión  de  las 
señales  amperométricas  obtenidas  con  el  biosensor 









Figura 5.9.:  Curva  de  calibrado  obtenida  con  el  biosensor  de  colina  con 
micropartículas de PAAm en condiciones experimentales óptimas 





utilizado,  así  como  las  propiedades  analíticas  y  el  tiempo  de 
vida de  cada uno.  La  sensibilidad,  el  rango de  linealidad y  el 































































































































































































































































































































































































































































   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   






























































































































































































































































































































Utilizando  como  base  la  inmovilización  enzimática  en 
estos  microgeles,  se  propuso  la  inmovilización  de  una 
segunda  enzima,  AChE  junto  con  ChOx.  La  elección  de  la 
reticulación  determina  el  tamaño  del  poro  de  las 




por  el  grado  de  reticulación  óptimo  para  la  ChOx,  para 
mantener  así  la  misma  sensibilidad  que  con  el  biosensor 
monoenzimático,  y  poder  realizar  estudios  comparativos 
entre  ambos  biosensores.  El  método  de  síntesis  tuvo  que 
variarse debido  a  la  falta de  señal  obtenida,  puesto que  se 
utilizaba un grado de reticulación demasiado pequeño para 
atrapar a la enzima AChE. Para paliar este efecto, antes de la 
incorporación  de  las  enzimas  de  la  fase  dispersa  de  la 
emulsión,  una  solución  de  AChE  se  mantuvo  durante  5 
minutos  en  contacto  con  vapor  de  glutaraldehido,  para 
conseguir  una  unión  covalente  entre  las  moléculas  de  la 
enzima  y  para  evitar  así  su  pérdida.  En  este  caso  el 
biosensor preparado dio señal a  la acetilcolina y colina, sin 
embargo la sensibilidad para colina fue de alrededor de un 
35%  inferior  a  la  señal  generada  por  el  biosensor 
monoenzimático,  valor  mayor  de  pérdida  de  sensibilidad 
cuando se compara  la  señal del biosensor monoenzimático 
en  la  determinación  de  acetilcolina  con  la  del  biosensor 
monoenzimático.  Estos  resultados  se  deben  al  método  de 
inmovilización  necesario  para  ambas  enzimas,  en  el  que 
debido  a  la  utilización  de  glutaraldehido,  provoca  la 
disminución  de  la  señal  generada  por  el  biosensor 
bienzimático  en  relación  a  la  señal  del  biosensor 
monoenzimático.  Además  de  la  disminución  en  la  señal 
generada  por  el  biosensor  bienzimático,  se  produce  un 
aumento del tiempo de respuesta, que también se atribuye a 
la metodología empleada en la síntesis de este biosensor. La 





Al  igual  que  en  anteriores  ocasiones,  una  vez 
optimizadas  las  distintas  variables  experimentales  que 
afectan a la respuesta del biosensor bienzimático, se realizó 
la  curva  de  calibrado  (Figura  5.10.),  obteniéndose  una 
sensibilidad  para  la  determinación  de  acetilcolina  de  0,98 
nA mM‐1 cm‐2, con un intervalo lineal de 7,5 10‐4 – 1,84 10‐2 
M,  y  un  límite  de  detección  de  7,45 μM,  consiguiendo  una 
medida de la concentración de acetilcolina en un tiempo de 
respuesta  de  120  segundos.  Los  coeficientes  de  variación 
obtenidos para la repetibilidad y para la precisión para una 
concentración  de  acetilcolina  de  0,01  mM  fueron  5,56  y 
7,96%  respectivamente.  Al  comparar  los  resultados 
obtenidos  con  los  CV  máximos  aceptados  por  Hortwithz 






Figura 5.10.:  Curva  de  calibrado  obtenida  con  el  biosensor  de  colina  con 









inicial.  Al  contrario  que  en  anteriores  inmovilizaciones,  esta 
variación  en  el  método  de  inmovilización  provoca  una 
disminución en la estabilidad del sistema. 
Teniendo  en  cuenta  los  resultados  obtenidos  con  el 
biosensor  de  colina  y  con  el  fin  de  amplificar  la  aplicación 
analítica  de  los  biosensores  basados  en  microgeles  como 
sistemas  de  inmovilización,  se  procedió  al  estudio  de  la 
determinación de uno de los inhibidores de la enzima ChOx, la 
nicotina. La determinación de la nicotina se puede llevar a cabo 
mediante  la  medición  de  la  disminución  que  la  corriente 
generada  por  la  colina  sufre  cuando  la  nicotina  se  añade  a  la 
solución. Tanto el biosensor monoenzimático, es decir con ChOx 
inmovilizada, como el biosensor bienzimático (con ChOx y AChE 
inmovilizadas),  se  comprobaron  con  este  propósito.  En  las 
Figuras 5.11a, 5.11b se puede observar la inhibición reversible 
que  causa  la  nicotina  en  ChOx  en  ambos  biosensores.  Estos 
resultados  indican  que  el  principio  de  inhibición  se  puede 








5.3.  Microgeles  de  poli(ácido  metacrílico).  Biosensor 





p‐DMAEM  y  p‐AMA),  se  muestran  en  este  apartado  los 
resultados  obtenidos  con  p‐AMA  dado  que  no  están  aún 
publicados. 
Los copolímeros del ácido metacrílico y diferentes ésteres 
acrílicos  o  metacrílicos  de  interés  farmacéutico  son 
particularmente  atractivos  como  consecuencia  de  su  elevada 
estabilidad  química  y  de  su  compatibilidad  con  diferentes 
materiales.  Estos  polímeros  son  biocompatibles  y 






de  p‐AMA  con  el  objetivo  de  comparar  los  resultados 
obtenidos entre este biosensor y los publicados por nuestro 
grupo con diferentes polímeros utilizados como sistema de 
inmovilización,  además  de  comprobar  si  la  dependencia 
simultánea del polímero al pH y a la temperatura afecta a la 
respuesta del biosensor. 
Para  estudiar  la  respuesta  de  los  microgeles  a  los 
cambios  de  temperatura  se  hizo  un  estudio  desde 
temperaturas  por  debajo  de  la  LCST  hasta  temperaturas 
superiores a la LCST. 
Con  el  fin  de  poder  estudiar  todas  las  posibles 
interacciones entre  la enzima y el polímero,  se varió el pH 
del  medio  desde  pHs  inferiores  al  pKa  hasta  valores 
superiores al mismo. 
Debido a que estos resultados se encuentran en fase de 







Un  factor  clave  en  la  inmovilización  de  enzimas  es  la 
temperatura a  la  cual  se  realiza  la polimerización. Como  la 
reacción  de  polimerización  es  exotérmica,  se  produce 
liberación  de  calor  con  el  consiguiente  aumento  de 
temperatura  en  el  medio  de  reacción.  La  temperatura 
alcanzada  depende  de  la  cantidad  de  agente  iniciador 
utilizado  en  la  síntesis.  Por  esta  razón,  se  realizaron  los 
estudios  de  la  temperatura  de  polimerización  y  del 




En  la  Figura  5.12.  se  muestra  la  evolución  de  la 
temperatura  con  el  paso  del  tiempo  para  distintas 
cantidades  de  agente  iniciador.  Para  evitar  la 
desnaturalización de  la enzima y observando que para una 
concentración  del  agente  iniciador  de  10,86  mM,  la 
temperatura  de  polimerización  no  supera  los  21ºC  y  el 
tiempo  necesario  para  llevarse  a  cabo  el  95%  de  la 
polimerización se sitúa en torno a 90 minutos (Figura 5.13.). 
Se  decide  utilizar  esta  concentración  de  agente  iniciador 
para posteriores síntesis. 
 
















a  los  90  min.  Valor  que  coincide  con  el  anteriormente 
expuesto para la concentración de agente entrecruzante. 
 
Figura 5.14.:  Temperatura  del  medio  de  reacción  a  lo  largo  del  proceso  de 












micropartículas  presentan  una  forma  esférica,  con 
polidispersidad  de  tamaños  y  un  tamaño  medio  de  5,04  μm, 
tamaño similar a  las micropartículas sin enzima en su  interior 
que fue de 4,85 μm. Cuando se realizó el estudio de tamaños de 
partículas  por  dispersión  de  luz  laser,  dichos  tamaños  fueron 
corroborados, no encontrándose tamaños inferiores a 2 μm. 
 








En  la  Figura  5.17.  se muestra  el  difractograma obtenido 
con  las  diferentes  micropartículas  de  p‐AMA  con  distintos 
grados de entrecruzamiento. En todos ellos se observan picos 
que se corresponden con aquellos característicos de la enzima 
GOx  y  que  se  sitúan  todos  los  difractogramas  a  2θ =  12,48 






el  estudio  de  la  temperatura  de  transición  vítrea  (Tg)  a  las 
distintas  concentraciones  de  agente  reticulante,  variando 
desde 0,13 a 1,48%. Antes de realizar el barrido calorimétrico 
y  para  eliminar  el  pico  correspondiente  a  la  evaporación del 
agua,  se  procedió  al  secado  de  las  micropartículas  a  150ºC 
durante  15  minutos.  Los  termogramas  se  realizaron  en  el 
intervalo de temperatura de 25ºC a 300ºC. Para el calculo de la 
Tg, se considera la temperatura media a  la que se produce el 
salto  en  la  capacidad  calorífica,  tal  y  como  se muestra  en  la 
Figura 5.18. para  todas  las micropartículas  estudiadas. No  se 
observa  una  relación  lineal  entre  el  aumento  del  grado  de 














de  p‐AMA  con  glucosa  oxidasa.  Se  observa  que  la  intensidad 
máxima obtenida se produce cuando el grado de reticulación es 





Figura 5.19.:  Curvas de  intensidad en  función de  la concentración de glucosa para 




La  temperatura  es  uno  de  los  factores  que más  efecto 
tiene  sobre  la  respuesta  de  un  biosensor,  no  sólo  por  su 
efecto sobre cada uno de los procesos que en él transcurren, 
difusión,  reacción  catalítica  y  reacción  electródica,  sino 
también por el proceso de desnaturalización que sufren las 
enzimas  al  superar  una  temperatura  dada.  Es  necesario 
conocer el  intervalo de temperatura en el que la enzima es 
activa y dentro de éste  intervalo,  es  interesante  conocer  la 
temperatura  de  mayor  actividad.  El  estudio  de  la 
temperatura se realizó dentro del rango comprendido entre 
0ºC  y  60ºC,  manteniendo  el  pH  constante  e  igual  a  7,0,  y 
realizando  todos  los  experimentos  bajo  condiciones  de 
saturación de oxígeno.  
Como  puede  verse  en  la  Figura  5.20.  (a),  la  temperatura 
óptima para la actividad enzimática es de 35 °C. La temperatura 
de máxima actividad de  la  enzima  libre  es de 30  °C171,  lo  que 
demuestra que este tipo de inmovilización protege la actividad 
enzimática.  Como  muestra  la  Figura  5.20.  (b),  el  estudio  de 
Arrhenius para GOx inmovilizada en micropartículas de p‐AMA 
con η = 0,37% presenta dos regiones. Las energías de activación 
resultaron  ser  37,41  y  93,33 KJ/mol,  respectivamente.  Ambas 
energías  de  activación  son  significativamente  mayores  que  la 
obtenida  para  la  enzima  libre,  que  se  encontró  que  era  14,6 
KJ/mol172.  Este  cambio  de  pendiente  se  ha  estudiado  para 
micropartículas  de  p‐AMA  con  diversos  grados  de 
entrecruzamiento,  apareciendo siempre a una  temperatura de 
14ºC  aproximadamente,  y  atribuyéndose  a  un  cambio  a  la 
transición  de  volumen  del  microgel  ya  que  el  polímero  es 
temperatura  dependiente.  Por  encima  de  la  temperatura  de 
corte,  el  microgel  está  hinchado.  A  bajas  temperaturas  el 
microgel se encuentra en la fase colapsada, la cantidad de agua 
retenida  en  el  microgel  es  reducida  dificultando  la  reacción 













hace que  la  reacción enzima‐sustrato  se encuentre dificultada. 
En la región de altas temperaturas este efecto no aparece debido 
a  que  el  polímero  está  hinchado,  por  lo  que  la  enzima  está 
rodeada de agua, y por lo tanto la energía de activación apenas 
se modifica con el grado de reticulación.  
Aunque  hemos  comprobado  que  la  mayor  actividad 
enzimática se lleva a cabo entre el 35 y 40 ºC, se investigó si 
a estas temperaturas la enzima conserva completamente su 




el  tiempo  0  y  en  60  minutos  (Tabla  5.6.).  Cuando  la 











t = 0s (μA) 
Intensidad 
t = 60s (μA) 
% de 
Degradación 
25 10,0 10,0 0,00 
30 11,5 11,5 0,00 
35 14,5 12,5 13,79 







del  biosensor  a  una  disolución  de  glucosa  de  30  mM,  se 
utilizaron  tampones  acetato/fosfato  0,05M,  con  pH 
comprendidos  entre  4,0  y  8,0,  manteniendo  constante  la 
temperatura  a  30  °C  (Figura  5.21.).  Al  ser  este  p‐AMA  un 
polímero  dependiente  del  pH,  aquellos  valores  por  debajo 
de su pKa provocan el colapso en el microgel, mientras que 
valores  superiores  al  pKa  provocan  el  hinchamiento  del 
mismo173. El pH óptimo se encontró que era 6,0 coincidente 





Para  comprobar  la  estabilidad  del  electrodo, 
almacenado en tampón acetato/fostato de pH 7,0, se midió 
periódicamente la respuesta del biosensor a una disolución 
de  glucosa  de  0,25  mM,  potencial  de  0,6  V  vs  SCE,  30  °C. 
Después de 550 días, el biosensor   mantenía un 90% de  la 
señal obtenida el primer día (Figura 5.22.).  
                                                 











el  biosensor  de  glucosa  obteniéndose  las  siguientes 
propiedades:  sensibilidad  de  11.98 mA M‐1  cm‐2,  densidad 
de  corriente  máxima  126.63  μA  cm‐2,    rango  lineal 
comprendido  entre  9,0  x  10‐6  y  8,26  x  10‐3  M,  y  límite  de 
detección de 10 μM.  
La  precisión  del  biosensor  se  evaluó  en  términos  de 
repetibilidad  mediante  la  realización  de  10  mediciones 
sucesivas  en  diferentes  soluciones  de  sustrato.  La 
concentración  de  glucosa  de  las  soluciones  cubría  todo  el 
rango lineal (0,25 mM, 2,5 mM, y 5 mM). Los coeficientes de 
variación  (CV)  obtenidos  para  cada  concentración  fue  de 
5,7,  2,9  y  1,8%  respectivamente.  Nuestros  resultados  se 
compararon  con  los  obtenidos  utilizando  la  ecuación  de 
Horwitz155, CV (%) = 2(1−0.5logC), y en todos los casos el CV fue 
menor que los valores Horwitz. Además se realizaron en dos 
días  diferentes,  20  mediciones  con  una  concentración  de 
glucosa  de  2,5  mM  (concentración  intermedia),  no 
observándose cambios en el valor medio o en la dispersión 
de  datos.  Al  comparar  el  valor  de  p  correspondiente  a  las 




para  varianzas)  no  hubo  diferencias  estadísticamente 
significativas. 
5.3.5.  Estudio de interferencias 
Con  el  fin  de  conocer  la  posible  utilidad  de  este 
biosensor  en  la  determinación  de  glucosa  en  sueros,  se 
realizó un estudio de interferencias. El biosensor enzimático 
de glucosa opera a un potencial de +0,6 V vs. ECS, potencial 
donde  la  presencia  de  especies  fácilmente  oxidables 
presentes  en  sueros  sanguíneos  humanos  tales  como  el 
ácido  ascórbico  y  el  ácido  úrico  interfieren  en  la 
determinación de glucosa. 
El  Nafion®  es  una  matriz  polielectrolítica  cargada 
negativamente  debido  a  que  posee  en  su  estructura  gran 
cantidad de grupos –SO3+, por lo que al ser depositada en la 
superficie  del  electrodo,  pueden  eliminar  estas 
interferencias  ya  que  puede  reducir,  e  incluso  impedir  el 
acceso  a  la  superficie  electródica  de  sustancias  cargadas 
negativamente. Al utilizar una disolución de trabajo con un 
pH de 6,0, tanto el ácido úrico como el ácido ascórbico (con 
pKa  5,4  y  pKa  4,2  respectivamente)  presentan  carga  neta 
negativa  por  lo  que  el  Nafion®,  también  cargado 
negativamente, podría impedir el acceso de estas sustancias 
a la superficie del electrodo. 
Se ha  estudiado  la  respuesta del  biosensor  enzimático 
de p‐AMA (GOx‐biosensor) frente al ácido ascórbico y ácido 
úrico,  observándose  señales  significativas  para  ambos 
compuestos, con intensidades muy similares a los obtenidos 
con  glucosa.  Con  el  fin  de  eliminar  estas  interferencias,  se 
depositaron 50 μL de una disolución de Nafion® al 5% (p/p) 
sobre  la  superficie  electródica,  la  película  se  secó  al  aire 
durante 15 minutos, y después,  se  sometió a 80ºC durante 
45 minutos.  Posteriormente,  las micropartículas  de p‐AMA 
se colocaron sobre la película de Nafion® y se mantuvieron 
próximas  a  la  superficie  del  electrodo  mediante  una 
membrana  de  diálisis  (GOx‐Nafion‐biosensor).  La  Figura 





disoluciones  de  0,25 mM de  ácido  ascórbico,  ácido  úrico  y 
glucosa  cuando  se  utilizó  un  biosensor  preparado  sin 
membrana  de Nafion®,  obteniéndose  respuesta  en  los  tres 
casos.  Por  el  contrario,  cuando  se  utilizó  el  biosensor  con 
Nafion® (Figura 5.23 (b) aunque  la respuesta a glucosa  fue 
menor, no se observó respuesta al añadir tanto ácido úrico 
como  ácido  ascórbico.  Aunque  la  membrana  de  Nafion® 
reduce la respuesta del biosensor a la glucosa (entorno a un 
40%), resulta útil para eliminar las señales de estas especies 
interferentes.  Según  estos  resultados,  consideramos  que  la 






Para  comprobar  la  utilidad  de  estos  biosensores,  se 
tomaron  5  muestras  de  sueros  y  se  determinó  la 
concentración  de  glucosa  mediante  los  biosensores 
propuestos:  GOx‐biosensor  y  GOx‐Nafion‐biosensor.  Como 
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método de  referencia  para  la  determinación de  glucosa de 
estos  sueros  se  utilizó  el  método  espectrofotométrico  de 
hexoquinasa descrito por Young174. Se realizó un estudio de 
determinación de glucosa en sueros sanguíneos (Tabla 5.7), 
obteniéndose  buenos  resultados  cuando  se  utiliza  Nafion® 
en  la  fabricación  del  biosensor,  que  elimina  las 








suero  obtenidas  con  el  biosensor  que  incluye  la  capa  de 
Nafion®  fueron  similares  a  las  obtenidas  con  el  método 
espectrofotométrico,  las  diferencias  entre  ellos  nunca 
fueron  mayores  del  1,1%,  dando  errores  positivos  y 
negativos, lo que confirma que la película de Nafion® reduce 
considerablemente  las  interferencias  causadas  por  estos 





Nafion®,  mientras  que  para  aquel  biosensor  al  que  en  la 
superficie del electrodo se le aplicó una película de Nafion®, 
el  porcentaje  de  recuperación  obtenido  se  encontró  en 
valores comprendidos entre el 99,6 y el 101,5% (Tabla 5.8). 
 
                                                 







































































































































caso  de  utilizar  el  biosensor  sin  película  de  Nafion®,  la 
recuperación obtenida se mantuvo entre 94,8 y 100,2%,  lo 
que  confirma  que  estas  especies  generan  una  señal  en  el 
transductor,  pero no  interaccionan  con  el  analito,  es  decir, 
aunque  la  señal  registrada  no  puede  relacionarse  con  la 
concentración de  glucosa,  la  señal  generada por  la  glucosa 
no se ve afectada por la presencia de estas especies. 
5.4.  Microgeles  de  metacrilatos  como  sistema  de 
inmovilización enzimática 
La  preparación  de  las  micropartículas  con  la  enzima 
glucosa  oxidasa,  se  realizó  mediante  el  método  de 
polimerización desde emulsión concentrada con las mismas 
características  que  las  expuestas  en  el  punto  3.3.1.  La  fase 
acuosa  sin  embargo  en  este  caso,  está  formada  por  una 
disolución  reguladora  de  acetato  0,05M/fosfato  sódico 




y  5,82%  para  microgeles  de  p‐PEGMEM;  entre  0,25%  y 
1,48%  para  microgeles  de  p‐DMAEM  y  entre  0,13%  and 
1,48% para microgeles de p‐AMA. 
En la Tabla 5.9. se muestran las relaciones de la actividad 
del  sobrenadante  para  cada  grado  de  reticulación 
dependiendo del polímero utilizado, ya que la enzima utilizada 
para todos los casos fue GOx. Dicha actividad del sobrenadante 
se  realizó  amperométricamente,  añadiendo  distintas 
concentraciones  de  glucosa  a  una  celda  termostatizada  con 
tres electrodos Se aplica un potencial de + 0,6V al electrodo de 
trabajo  y  que  al  añadir  la  cantidad  conocida  de  sustrato  (30 
mM  de  glucosa),  generará  un  aumento  de  la  intensidad  de 









Tabla 5.9.  Relación  entre  la  actividad  del  sobrenadante  con  el  grado  de 
reticulación (η) 
La  detección  de  actividad  enzimática  en  el  líquido 
sobrenadante  obtenido  en  la  síntesis,  indica  la  salida  de 
enzima  de  las  micropartículas  probablemente  debido  al 
tamaño de poro de los microgeles con un grado de reticulación 
pequeño,  superior  al  tamaño  de  la  enzima,  comportamiento 
que  coincide  con  el  anteriormente  mostrado  para  las 
micropartículas sintetizadas con PAAm. 




de  la  misma  cantidad  de  enzima  libre.  Así  para  la  GOx  se 
determinó el contenido de glucosa en un preparado empleando 
para ello un método enzimático espectrofotométrico citado en el 







entre  el  9,0%  y  13,0  %  de  la  actividad  enzimática  según  el 
polímero utilizado. 
Para  el  estudio  de  la  concentración  de monómero  en  el 
medio  de  reacción,  en  la  respuesta  del  biosensor  se  realizó 
tomando como referencia las micropartículas obtenidas en las 
distintas síntesis con PAAm (0,75 g de monómero), realizando 
las  distintas  síntesis  según  los  monómeros  derivados  de 
metacrilato,  siendo  el  equivalente  a  0,75  g  para  p‐PEGMEM, 




óptimos  de  respuesta  para  cada  polímero,  se  encuentran 
marcados,  y  se  obtienen  de  las  curvas  de  calibrado.  Como 
puede  observarse  la  concentración  óptima  de  monómero 
utilizada  en  la  síntesis  de  las  micropartículas,  varía 
dependiendo del peso molecular del monómero utilizado, así 
cuanto  menor  el  dicho  peso  molecular,  la  concentración  de 
monómero utilizada aumenta. Todos los valores obtenidos se 
realizaron  bajo  una  concentración  de  enzima  GOx  de  425 
UI/ml,  con  un  pH  de  trabajo  y  de  síntesis  de  6,0  y  a  una 
temperatura de trabajo de 25ºC. 
 






Otro  aspecto  importante,  es  evaluar  cómo  varia  la 
temperatura  en  función  de  la  evolución  de  la  polimerización, 
para asegurar la estabilidad de la enzima atrapada. El estudio de 
la  temperatura  de  polimerización  y  del  porcentaje  de  
polimerización  con  el  tiempo,  se  realizó  para  todos  los 
polímeros  con  3  experiencias  a  distintas  concentraciones  de 
agente  iniciador  (PSA):  9,86,  10,96  y  21,92  mM.  Cuando  se 
aumenta  la  concentración  de  PSA,  disminuye  el  tiempo  de 
polimerización,  con  valores  muy  similares  entre  sí  y  que  se 
encuentran en torno a 70, 90 y 110 minutos para, 21,92, 10,96 y 
9,86 respectivamente, en todos los casos elegimos 10,96 mM, ya 
que  además  así,  no  se  ve  comprometida  la  temperatura  en  la 
polimerización  con  respecto  a  la  enzima,  no  superando  para 
esta concentración de PSA de 10,96 mM, en ningún caso valores 
superiores  a  22ºC.  Sin  embargo  cuando  se  utiliza  el  valor 
superior  (21,92 mM),  a  pesar  de  que  el  tiempo  sea menor,  la 
temperatura a la que se llega durante la polimerización supera 
los  30ºC,  temperatura  que  para  podría  poner  en  peligro  la 
estructura  de  la  enzima,  por  lo  que  para  preservar  dicha 
estructura se decidió utilizar como concentración 10,96 mM. 
La síntesis por el método de emulsión concentrada, da 




para  micropartículas  de  p‐PEGMEM  con  GOx,  5,0  μm  sin 
GOx,  4,94 μm para micropartículas  de  p‐DMAEM  con GOx, 
5,0 μm sin GOx  y  5,04 μm para micropartículas  de p‐AMA 
con GOx,  4,85 μm  sin  GOx.  Estos  datos  son  similares  a  los 
obtenidos  en  micropartículas  de  PAAm  (anteriormente 
detallado en esta tesis). 
Para  el  estudio  de  la  estructura  se  realizaron 
difracciones  de  rayos  X  de  las  micropartículas  con  y  sin 
enzima a los distintos grados de reticulación para cada uno 
de  los distintos polímeros. Los difractogramas de  todas  las 
micropartículas de los diversos metacrilatos con  la enzima, 
presentan  los picos  característicos de un polímero amorfo, 
tal  y  como  se  manifiestan  para  las  micropartículas  sin 
enzima, sin embargo también aparecen picos cristalinos que 
coinciden  con  los  de  la  enzima  sola  (inlet),  y  que  se 
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encuentran  a  2θ1=12,48º,  2θ2=16,36º  2θ3=20,03º  (Figura 
5.24.),  lo  que  indica  que  ésta  se  encuentra  en  forma 
cristalina.  Esto  se  explica  teniendo  en  cuenta  que  la 
inmovilización  se  lleva  a  cabo  en  un medio  oleoso,  donde 
están  disueltas  las  cadenas  del  polímero,  y  en  el  que  la 
enzima  está  dispersada  en  forma  de  cristales  de  pequeño 
tamaño, que son los que forman parte de las gotas de la fase 







Los  distintos  termogramas  de DSC  realizados  para  las 
diferentes  micropartículas  obtenidas,  dieron  como 
resultado  para  p‐PEGMEM,  valores  de  Tg  se  encuentran 
entre  ‐68  ºC  y  ‐61  ºC,  temperaturas  similares  a  las  que 
aparecen en la literatura175‐177. Los resultados mostraron 
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en  el  caso de p‐DMAEM que  los  valores de Tg  se ubicaron 
entre  19,0  ºC  y  22,55  ºC,  similar  al  reportado  en  la 
literatura178,  179.  Así  como  los  labores  de  Tg  obtenidos 
para p‐AMA se sitúan entre 219,18 ºC y 222,18 ºC, valores 
similares a los reportados en la literarura180‐182. 
5.5.  Biosensores  para  la  determinación  de  glucosa 




glucosa  oxidasa  para  formar  un  biosensor  amperométrico 
de glucosa. El objetivo de este apartado es esquematizar los 
resultados  obtenidos  en  este  trabajo  comparando  las 
propiedades  analíticas más  importantes  a  tener  en  cuenta 
en  el  diseño  de  un  biosensor,  como  son  la  sensibilidad, 
tiempo de  respuesta,  estabilidad  y  precisión,  además de  la 
posibilidad  de  utilización  de  estos  dispositivos  para  el 
análisis de glucosa en sueros sanguíneos. 
Con  el  objetivo  de  optimizar  el  diseño  del  biosensor 
para conseguir  la máxima respuesta y en el menor  tiempo, 
se  ha  realizado  un  estudio  individualizado  de  aquellos 
factores experimentales que pueden  influir en  la  respuesta 
del  biosensor,  tales  como  el  potencial  aplicado,  pH, 
temperatura y carga enzimática. 
Para estudiar  la  influencia del potencial para cada una 





se mantuvo  constante una vez  alcanzado  este valor. Todos 
los  estudios  posteriores  realizados  en  cada  una  de  las 
distintas  matrices  de  metacrilato  se  realizaron  bajo  un 
potencial de +0,6V. 
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Para  no  cambiar  la  naturaleza  de  los  aniones  ya  que 
podrían interaccionar con el sustrato y la enzima, el estudio de 
la influencia del pH se realizó en todas las matrices estudiadas 
con  una  disolución  tampón  compuesto  por  acetato 
0,05M/fosfato 0,05M, ajustando el pH al valor deseado. Dentro 
de  los  polímeros  estudiados,  existe  una  matriz  que  no  es 
dependiente  del  pH  (p‐PEGMEM),  no  presentando  ningún 
grupo  funcional  ionizable  que  pueda  ionizarse  en  el  medio 
utilizado en función del pH o de la fuerza iónica, sin embargo 
las otras dos matrices, p‐DMEAM y p‐AMA, presentan grupos 
funcionales  ionizables,  siendo  estos  un  grupo  amino  y  un 
grupo  carboxilo  respectivamente,  lo  que  les  conferirá  una 
carga  distinta  en  función  del  pH  utilizado.  En  el  caso  del  p‐
DMAEM, cuyo pKa se sitúa entre 7 – 7,3 y presentando como 
grupo  funcional  ionizable  un  grupo  amino,  la  carga  que 




sin  embargo  su  valor  de  pKa  es  4,66  y  su  grupo  funcional 
ionizable  es un grupo  carboxilo,  lo que  significa que  la  carga 
que presentará en valores superiores al pKa será negativa,  lo 
que  implica el hinchamiento de  los microgeles, mientras que 
para  valores  inferiores  al  pKa  la  carga  presentada  será 
positiva,  lo  que  implica  el  colapso  de  los  microgeles.  Para 
poder  estudiar  la  interacción  polímero‐enzima,  se  debe 
considerar    la  carga  de  la  glucosa  oxidasa  según  el  pH. 
Considerando que el pI de la GOx es de 4,2, su carga neta será 
negativa en el intervalo de pH estudiado de 5 a 8.. 
Si  tenemos  en  cuenta  el  pH  óptimo  de  los  biosensores 
estudiados para cada una de las matrices, se observa como en 
todos  los  casos  el  pH  óptimo  se  mantuvo  entre  6,0  y  6,5, 
coincidente con el pH de máxima actividad y estabilidad de la 
glucosa oxidasa. A esos valores de pH, la enzima GOx presenta 
carga  negativa,  mientras  que  los  polímeros  dependientes  de 
pH presentan carga positiva para p‐DMAEM y negativa para p‐
AMA. Esta diferencia de cargas entre las matrices y la enzima 
se  refleja  en  la  respuesta  obtenida  del  biosensor,  ya  que  los 
mejores resultados son para las micropartículas de p‐DMAEM, 
entendiendo que se produce una atracción electrostática entre 





positivamente.  Esto  conlleva  una  mejora  de  las  propiedades 
analíticas del biosensor propuesto. 
A  la  hora  de  realizar  el  estudio  de  la  temperatura,  se 
observa  en  todos  los  casos  que  cuando  la  temperatura  de 
trabajo  supera  los  30ºC,  la  intensidad  de  corriente  decrece 
debido  al  comienzo  del  proceso  de  desnaturalización  de  la 
enzima.  Esta  temperatura  de  30ºC  se  considerará  como  la 
óptima para  todos  los experimentos posteriores en  cada una 
de las matrices. A pesar de que dos de las matrices utilizadas 
son  temperatura  dependiente  (p‐PEGMEM  y  p‐AMA),  el 
posible  efecto  que  la  dependencia  a  la  temperatura  debería 
generarse  en  la  respuesta  obtenida  para  cada  uno  de  los 
biosensores  con  las  distintas  matrices  no  se  ve  reflejado, 
debido  a  que  a  la  temperatura  óptima  obtenida  para  todos 
ellos, provoca que los microgeles se encuentren hinchados. 
Al comparar los resultados obtenidos en la representación 




5.11.).  Las  energías  de  activación  obtenidas  con  los 
biosensores de micropartículas poliméricas en la zona de altas 
temperaturas es similar a la obtenida para GOx en disolución 
(14,6KJ/mol)149  solamente  cuando  trabajamos  con 
micropartículas de p‐PEGMEM, por el contrario se observa un 
valor  mucho más  elevado  para  p‐DMAEM  y  p‐AMA.  Valores 



























a  14,13ºC.  Puntos  de  corte  de  similares  características 
obtenidos con otras micropartículas obtenidas con el mismo 
sistema  de  síntesis.  La  elevación  en  los  valores  obtenidos 
para  las  Ea,  podría  deberse  al  aumento  de  monómero 
necesario  en  la  síntesis para  la obtención de  las diferentes 
micropartículas. 
Se compararon las propiedades analíticas obtenidas de los 
distintos  biosensores  propuestos  para  la  determinación  de 
glucosa,  observándose  como  la  sensibilidad  obtenida  es  de 
11,98 mA M‐1  cm‐2  para  p‐AMA  17,78 mA M‐1  cm‐2  para    p‐
PEGMEM y 23,40 mA M‐1 cm‐2 para p‐DMAEM, y la densidad de 






caso  hacen mejorar  las  propiedades  analíticas  del  biosensor 
propuesto. 
Al  comparar  los  datos  obtenidos  con  aquellos 
realizados  utilizando  el  mismo  sistema  de  inmovilización 
para otros monómeros, se observa que ambas propiedades 
analíticas  se  ven  mejoradas  cuando  se  utilizan  derivados 
metacrílicos.  Además,  cuando  estos  dispositivos  se 
comparan con otros sistemas de inmovilización, tales como 
auto‐ensamblaje capa‐por‐capa de películas o de deposición 
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Microparticulas Sensibilidad (mA M-1 cm-2) 
Jmax  
(μA cm-2) Rango Lineal (M) R
2 (n) DL (μM) 
Tiempo de 
Respuesta 
p-AMA 11,98 126,63 9,0 10-6 – 8,26 10-3 0,9979 (19) 10 40 seg 
p-PEGMEM 17,78 148,57 2,0 10-6 – 7,6 10-3 0,9993 (24) 7,5 45 seg 
p-DMAEM 23,40 264,71 9,0 10-6 – 10,2 10-3 0,9949 (26) 10 35 seg 
Tabla 5.12.:  Características de los biosensores con matrices de metacrilato 
El  tiempo  de  respuesta  es  un  parámetro  de  gran 
importancia en el diseño de biosensores ya que se necesitan 
respuestas  rápidas  especialmente,  si  el  dispositivo  forma 
parte de sistemas de flujo, como detectores en FIA y HPLC. 
Al  comparar  los  tiempos  de  respuesta  obtenidos  con  los 
distintos  biosensores,  todos  ellos  se  sitúan  en  valores 
próximos,  siendo  el  de mejor  tiempo  de  repuesta  aquellos 
obtenidos con micropartículas de p‐DMAEM (35 segundos). 
En  todos  los  biosensores  propuestos  de  los  diferentes 
monómeros, el coeficiente de variación disminuye a medida 
que  la  concentración  de  sustrato  aumenta,  obteniéndose 
siempre coeficientes de variación menores que los máximos 
aceptables  según  Horwitz.  La  precisión  intermedia, 
realizada  en  días  sucesivos,  en  los  biosensores  fabricados 
con  estas  micropartículas,  presenta  una  dispersión  de  las 
medidas  muy  semejante  en  los  días  de  estudio. Se  puede 
concluir que los resultados obtenidos demuestran la buena 





de  un  año.  La  estabilidad  del  biosensor  apenas  varía 
dependiendo  del  sistema  de  inmovilización  utilizado 
encontrándose valores comprendidos entre el 85 – 90 % de 
actividad inicial después de mas de 520 días.  
Al  variar  la  cantidad  de  micropartículas  depositadas 
sobre  la  superficie  del  electrodo,  se  observa  que  a medida 
que  aumenta  la  cantidad  en  mg  de  microgeles  sobre  la 
superficie  del  electrodo  (incrementándose  por  tanto  la 
carga enzimática), la zona que en teoría es controlada por la 
cinética de la reacción se amplia y la zona de saturación en 
donde  la  corriente  del  biosensor  es  independiente  de  la 
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concentración  del  sustrato  se  alcanza  más  rápidamente 
cuando  la  cantidad  del  microgel  se  disminuye  sobre  la 
superficie del electrodo debido a que más rápidamente  los 
sitios  activos  de  la  enzima  son  ocupados  por  el  sustrato 
(Figura 5.25).  
 
Figura 5.25.;  Curvas  de  calibrado  de  biosensores  preparados  con  distintas 
cantidades  de  micropartículas  de  p­PEGMEM  en  la  superficie  del 




reacción  es  gobernada  por  la  cinética  de  la  reacción 
enzimática  el  orden  de  la  reacción  debería  ser  1  si  no 







log[S]  ,  los valores de los  índices de Hill obtenidos para los 
biosensores  propuestos  en  condiciones  óptimas  son  1,59, 
1,42  y  1,55  para  p‐PEGMEM,  p‐DMAEM  y  p‐AMA 
respectivamente,  observándose  que  los  valores  obtenidos 
del  coeficiente  de  Hill  se  alejan  considerablemente  de  1. 
Estos valores nos indican que la reacción enzimática en cada 
uno  de  los  biosensores  está  siendo  afectada  por  diversos 
procesos que están ocurriendo en la cercanía de la interfase 
electrodo/solución.  Por  ejemplo,  se  esperaría  que  el 





microgeles  que  se  deposita  es  pequeña  debido  a  que  los 
efectos  difusionales  internos  deben  ser  mínimos  al 
disminuir la resistencia del sustrato a difundir por la matriz 
sólida que conforma la cantidad de microgeles depositados. 
Sin  embargo  pueden  ser  otros  los  efectos  que  estarían 
gobernando dicho proceso. Al tener una menor cantidad de 
microgeles, estos van a estar rodeados por más cantidad de 
líquido.  Las  condiciones  generadas  alrededor  del microgel 
cambian  de  tal  forma  que  se  establecen  gradientes  de 
concentración  alrededor  de  dichas  partículas  ocasionando 
un efecto sobre la velocidad de reacción.  
La  Figura  5.26. muestra  una  representación  esquemática 
de  los  efectos  de  difusión  que  se  pueden  desarrollar  en  la 
superficie  de  un  biosensor  amperométrico  construido 
utilizando como soporte de la enzima microgeles. 
 
Figura 5.26.:  Efectos de difusión que  se pueden desarrollar  en  la  superficie de un 
biosensor  amperométrico  construido  utilizando  microgeles  y 
membrana de diálisis como soporte de la enzima 
Los biosensores propuestos utilizando micropartículas 
de  derivados  de  metacrilato,  se  utilizaron  para  la 
determinación  de  glucosa  en  muestras  de  sueros 
sanguíneos.  Al  determinar  la  concentración  de  glucosa  en 
los  sueros  con  el  biosensor  preparado  sin  Nafion®,  los 




–  6,1  %),  resultados  coherentes  si  las  muestras  de  suero 
contienen  sustancias  interferentes.  Por  el  contrario,  las 
diferencias  entre  los  valores  de  glucosa  obtenidos  con  el 
biosensor preparado con película de Nafion® y el método de 






La  recuperación  obtenida  fue  similar  con  ambos 
biosensores  y  se  mantuvo  entre  94,8  y  101,5%,  lo  que 
confirma que la señal de la glucosa no se ve afectada por la 
existencia  de  interferentes  en  la  muestra.  El  método 
analítico  de  determinación  de  glucosa  en  sueros  con  el 






























1.  Se  han  preparado  biosensores  utilizando  distintas 
matrices  poliméricas  como  sistema  de  inmovilización 
enzimática  a  través  del  atrapamiento  en  micropartículas 
poliméricas entrecruzadas. 
• Se  han  preparado  tres  biosensores 
amperométricos  utilizando  micropartículas  de 
poliacrilamida, en las que se ha inmovilizado las 
enzimas  galactosa  oxidasa,  colina  oxidasa  y 
acetilcolinesterasa. 
• Se ha preparado un biosensor empleando como 
componente  biológico  micropartículas  de  poli 
etilenglicol metil  éter metacrilato,  en  las que  se 
ha inmovilizado la enzima glucosa oxidasa. 
• Se ha preparado un biosensor empleando como 
componente  biológico  micropartículas  de  poli 
dimetil  amino  etil metacrilato,  en  las  que  se  ha 
inmovilizado la enzima glucosa oxidasa. 
• Se ha preparado un biosensor empleando como 




se  producen  en  la  red  polimérica  cuando  se  encapsula  la 
enzima, se demuestra que la inmovilización de las distintas 
enzimas  dentro  de  la  matriz  polimérica  no  modifica  el 
tamaño medio de las micropartículas presentando todas las 
micropartículas  una  forma  esférica,  y  el  estudio  de  la 




la  red  polimérica  modifica  la  transición  vítrea  de  los 
polímeros amorfos.  
3.  El  biosensor  propuesto  utilizando  la  inmovilización 
de  galactosa  oxidasa  en micropartículas  de  poliacrilamida, 
presenta  como  principales  ventajas  la  gran  estabilidad  del 





preparación  del  biosensor  (una  vez  preparados  los 
microgeles  con  enzima  se  puede  disponer  en  muy  poco 
tiempo de un nuevo dispositivo analítico para la medida de 
glucosa). 
4.  Se  ha  preparado  con  éxito  un  biosensor 
monoenzimático,  con  colina  oxidasa  inmovilizada  en 
poliacrilamida,  y  un  biosensor  bienzimático,  mediante  un 
proceso  de  inmovilización  diferente,  encapsulando  en  la 
matriz  dos  enzimas,  colina  oxidasa  y  acetilcolinesterasa 
para la determinación de colina y acetilcolina inmovilizadas 
en  micropartículas  de  poliacrilamida.  Los  biosensores 
propuestos  se utilizaron para  la determinación de nicotina 
mediante  el  estudio  de  la  inhibición  reversible  que  esta 
sustancia  provoca  en  la  enzima  colina  oxidasa.  Los 
resultados  indican  que  el  principio  de  inhibición  se  puede 
utilizar  para  determinar  la  nicotina  utilizando  los  dos 
biosensores amperométricos. 
5. La  comparación de  los  resultados obtenidos  con  los 
distintos  biosensores  de  glucosa  oxidasa  basados  en 
polímeros  biocompatibles  derivados  de  metacrilato,  dan 
como resultado que el biosensor con las micropartículas de 
p‐DMAEM  exhibió  las  mejores  propiedades  analíticas, 
debido  a  que  las  interacciones  entre  la matriz  y  la  enzima 






6.  Los  tiempos  de  respuesta  de  los  dispositivos 
analíticos  cuando  se  utilizan  micropartículas  de  PAAm  se 
sitúan en torno a los 60 segundos, mientras que los tiempos 
de  respuesta  obtenidos  cuando  se  utilizan micropartículas 
con  los  derivados  de metacrilato  son menores,  situándose 
en valores comprendidos entre 35 y 45 segundos. 
7.  Todas  las  enzimas  atrapadas  en  micropartículas 





8.  El  estudio  de  estabilidad  realizado  para  todos  los 
biosensores muestra como  los biosensores preparados con 
derivados  de  metacrilato  presentan  una  estabilidad 
superior a 500 días, estabilidad mayor que  los biosensores 
con poliacrilamida. 
9.  Los  resultados  del  análisis  de  glucosa  en  sueros 
sanguíneos,  han  demostrado  que  los  biosensores 
amperométricos  preparados  con  micropartículas  de  los 
derivados de metacrilato (p‐PEGMEM, p‐DMAEM y p‐AMA), 
fueron satisfactorios, obteniéndose valores muy próximos a 
aquellos obtenidos por el método de referencia. 
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AChE:  Acetilcolinesterasa 
AMA:  Ácido metacrílico 
ChOx:  Colina oxidasa 
CV:  Coeficiente de variación 
DMAEM:  Dimetil amino etil metacrilato 
DSC:  Calorimetría diferencial de barrido 
Ea:  Energía de activación 
ECS:  Electrodo de calomelanos saturado 
GA:  Glutaraldehído 
GlOx:  Galactosa oxidasa 
GOx:  Glucosa oxidasa 
Jmax:  Densidad de corriente máxima 
KM:  Constante de Michaelis‐Menten 
LCST:  Lower critical solubility temperature  
LD:  Límite de detección 
PAAm:  Poliacrilamida 
PPO:  Tirosinasa 
PEGMEM:  polietilenglicol metil éter metacrilato 
PSA:  Persulfato de amonio 
p‐AMA:  poli(ácido metacrílico) 
p‐DMAEM:  poli(dimetil animo etil metacrilato) 
p‐NIPAM:  poli(N‐isopropilacrilamida) 
p‐PEGMEM:  poli(polietilenglicol metil éter metacrilato) 
SEM:  Microscopia electrónica de barrido 
Tg:  Temperatura de transición vítrea 
TEMED:    NNN’N’‐tetra‐metil‐etilen‐diamina 
UI:  Unidades internacionales 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
